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Mon projet de thèse portait sur la caractérisation de l’ovocyte Hsf1-/- qui est un exemple 
de mutation à effet maternel. HSF1 est un facteur de transcription qui est connu pour réguler 
l’expression des gènes codant pour des protéines de choc thermique (Hsps). Nous avons donc 
analysé l’expression de différents Hsps dans l’ovocyte de souris, ce qui nous a permis de 
mettre en évidence que Hsp90α était fortement exprimé et sous le contrôle principal d’HSF1. 
Etant donné que HSP90 est un régulateur majeur du cycle cellulaire des cellules somatiques, 
nous avons analysé l’impact de la diminution de l’expression de Hsp90α dans les ovocytes 
Hsf1-/-. Ainsi, nous avons identifié une série d’anomalies affectant la maturation méiotique de 
l’ovocyte (retard en G2/M, blocage en pro-métaphase I, perte du caractère asymétrique de la 
1ère division méiotique division). Le même type syndrome a pu être observé en cas 
d’inhibition de l’activité de HSP90 par un agent pharmacologique spécifique. D’un point de 
vue moléculaire, ces défauts de maturation méiotique  ont pu être associés à la réduction de 
plusieurs kinases essentielles à la méiose : PLK1, CDK1 et MAPK. 
Comme HSF1 est susceptible de réguler aussi des gènes n’appartenant pas à la famille 
des Hsps, nous avons réalisé un crible in silico. Cette approche nous a permis d’identifier 15 
nouveaux gènes cibles candidats dont il a été montré que leur expression est dépendent 
d’HSF1 dans des cellules somatiques et qui contiennent des séquences de liaison pour HSF1 
dans leur promoteur.   
Ce travail de thèse nous a permis d’identifier HSF1 comme un régulateur essentiel de la 
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Le maintien d’une espèce animale dépend de sa capacité à se reproduire. La 
reproduction sexuée dépend de la fusion de deux gamètes haploïdes distincts: le 
spermatozoïde et l’ovocyte. Le spermatozoïde féconde l’ovocyte ce qui crée un 
zygote, point de départ du développement embryonnaire.  
Depuis que ces gamètes ou cellules germinales ont été identifiées au 19ème 
siècle, de très nombreux travaux ont cherché à comprendre leurs caractéristiques 
cellulaires et moléculaires. L’ovocyte ou gamète femelle est particulièrement 
important. Il apporte à l’embryon de grandes quantités de molécules diverses 
(protéines, ARNs) formant un ensemble hétérogène de facteurs maternels. Parmi 
ceux-ci, se trouvent des facteurs essentiels qui conditionnent le début du 
développement embryonnaire. Leur rôle a été révélé par l’existence de mutations 
dites à « effet maternel ». Les ovocytes produits par des femelles atteintes de ce 
type de mutation donnent, après fécondation, des embryons non viables ou qui 
présentent différents types d’anomalies.   
Au cours de ma thèse, j’ai étudié le knock-out du gène Hsf1 (Heat Shock 
Factor 1 ou facteur de transcription de choc thermique) : une mutation à effet 
maternel identifiée chez le mammifère. J’ai cherché à déterminer les mécanismes 







II. L’OVOGENESE et LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE 




a) Origine et croissance de l’ovocyte  
Chez la souris, c’est vers le 8.5ème jour du développement embryonnaire 
qu’apparaissent les cellules germinales primordiales (primordial germ cells, PGCs) 
qui, en fonction du sexe de l’embryon donneront des spermatogonies ou des 
ovogonies. Les PGCs forment un petit groupe de cellules localisées dans la région 
postérieure de l’embryon. Ensuite, ces cellules migrent le long du tube digestif en 
formation, pour atteindre le territoire de la gonade vers E12.  Au cours de leur 
migration et jusqu’après colonisation de la gonade, les cellules germinales 
effectuent des cycles mitotiques rapides. Vers E13.5, les cellules germinales mâles 
et femelles se distinguent les unes des autres. Les ovogonies cessent de proliférer 
par mitose et après une dernière phase S, pré-méiotique, entrent en prophase de 1ère 
division méiotique (Dean, 2002; Saga, 2008). Elles passent par les quatre phases  de 
la prophase: zygotène, leptotène, pachytène et diplotène et s’arrêtent en fin de phase 
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diplotène. L’ovocyte primordial reste bloqué à ce stade de la prophase I de la 
méiose jusqu’à la mise en place des cycles de reproduction  chez la femelle pubère 
(Fig. 1).  
 
Figure 1. Schéma illustrant le déroulement des cycles cellulaires mitotiques et méiotiques de la lignée 
germinale femelle chez les vertébrés.   
 
Dès la naissance, ces ovocytes vont s’associer à quelques cellules 
somatiques, les cellules folliculaires et une partie d’entre eux vont s’engager dans 
une phase de croissance abortive. A la puberté, des groupes successifs d’ovocytes 
entament une longue phase de croissance qui les fera passer d’un diamètre de 15 à 
70 μm. Le follicule formé de l’ovocyte et des cellules folliculaires passe par 
différents stades : primaire, secondaire et tertiaire (ou cavitaire) illustrés dans la 
figure 2.  Au cours de cette phase de croissance, l’ovocyte accumule des ribosomes, 
des mitochondries ainsi que des ARNs et protéines. On observe une augmentation 
de la quantité des ARNs stables d’un facteur 300 en fin de croissance. Une partie de 
ces ARNms sera traduite, servant au métabolisme de l’ovocyte. Le taux de synthèse 
protéique passe de 1 pg.h-1 à 40 pg.h-1 de telle sorte qu’à la fin de la croissance, une 
quantité d’environ 25 ng de protéines est stockée dans la cellule. Les ARNs et les 
protéines ainsi accumulés au cours de l’ovogenèse sont désignés par les termes de 
« facteurs maternels ». Ceux-ci sont importants pour assurer la compétence 
Cellule germinale primordiale 2n 
Ovocyte primaire 2n,4C 
Ovogonie 2n 
Induction hormonale de 
l’ovulation  et de la maturation 
Ovocyte secondaire 1n, 2C 
Œuf fécondé (1n,1C par pronoyau) 
Mitoses goniales 
Blocage en prophase I 
Blocage en métaphase II 




Phase S pré-méiotique 
Reprise 
Reprise 
Colonisation des gonades 
embryonnaires 
 16
développementale de l’ovocyte, de la maturation méiotique au développement de 















Figure 2. Représentation des différents stades de l’ovogenèse. Au stade de follicule 
primordial, l’ovocyte est entouré de quelques cellules folliculaires de forme aplatie. 
L’entrée en phase de croissance est marquée par la formation du follicule primaire dont  les 
cellules folliculaires sont cuboïdales. La couche de cellules folliculaires adjacente à la 
membrane plasmique de l’ovocyte établit des contacts cellulaires de types desmosomes et 
jonctions communicantes avec celui-ci. Une cavité, appelée l’antrum, se creuse au sein des 
cellules folliculaires, ce qui marque le passage au stade follicule tertiaire. Lorsqu’il atteint 
le stade terminal de croissance, le follicule dit tertiaire est composé d’un ovocyte toujours 
bloqué au stade de prophase I et de plus de 50 000 cellules folliculaires.  
 
La morphologie nucléaire de l’ovocyte évolue en cours de croissance. La  
vésicule germinative (VG),  nom donné au noyau de l’ovocyte (2n, 4C, prophase I) 
comprend une chromatine essentiellement très décondensée et quelques nucléoles. 
Ces nucléoles s’accompagnent ou non d’un anneau de chromatine condensée ce qui 
permet d’identifier deux catégories d’ovocytes.  Les ovocytes dont les nucléoles ne 
sont pas entourés d’anneau de chromatine sont appelés NSN pour Non-Surrounded 
Nucleolus (Fig. 3). En fin de croissance, la  chromatine se condense autour des 
nucléoles. A ce stade, la configuration de la chromatine est appelée SN ou 
Surrounded Nucleolus. Ce changement de conformation est corrélé à une 
diminution très rapide puis à un arrêt de l’activité transcriptionnelle (Fig. 4) (De La 









De nombreux groupes de recherche se sont lancés dans l’identification des gènes dont 
l’expression serait activée dans l’ovocyte au cours de la phase de croissance. La 
classification des résultats de microarray a révélé trois groupes de gènes ayant une 
dynamique d’expression spécifique de l’ovocyte du stade de follicule  primordial au 







A B Figure 3. Morphologie SN-NSN de la vésicule 
germinative. A.  VG de type NSN. B. VG de type 
SN.  Les astérisques représentent le ou les 






primordial au stade tertiaire. L’expression du second groupe de gènes augmente fortement 
du stade primordial au follicule primaire, puis décroît jusqu’au stade de follicule tertiaire. 
Enfin, l’expression du troisième groupe de gènes augmente du stade follicule primordial au 
follicule primaire ;  cette expression devient très faible jusqu’au stade de follicule tertiaire 



















Figure 4. Corrélation entre la morphologie de la vésicule germinative NSN-SN et le stade de 
croissance du follicule.  (De La Fuente, 2006) 
 
b) La mise en place de la zone pellucide 
La zone pellucide est une enveloppe de glycoprotéines de 7 μm d’épaisseur 
entourant l’ovocyte. La zone pellucide est constituée par un complexe 
macromoléculaire de trois glycoprotéines, très conservées chez les mammifères : 
ZP1 (Zona Pellucida 1), ZP2, ZP3 (Wassarman, 2008). Cette enveloppe est produite 
par l’ovocyte à partir du stade follicule secondaire. Elle est traversée par des 
prolongements cytoplasmiques venant des cellules folliculaires qui établissent des 
jonctions communicantes avec l’ovocyte assurant le passage de métabolites.  
Les souris mutantes pour les différentes glycoprotéines ZP1, 2, 3 montrent 
des anomalies variables du développement de l’ovocyte et de l’embryon. Chez les 
souris mutantes pour ZP1, la zone pellucide est plus fine et la liaison du 
spermatozoïde à la zone pellucide ne semble par être affectée. Néanmoins, ces 
souris sont hypofertiles parce que les embryons ne sont pas protégés par une zone 
pellucide normale. Les souris mutantes pour ZP2 et ZP3 sont incapables de se 
reproduire, leurs ovocytes dépourvus de zone pellucide ont perdu toute capacité 
développementale en raison de la désorganisation du follicule et de la perturbation 
des interactions entre l’ovocyte et les cellules de la granulosa (Rankin and Dean, 
1996; Rankin et al., 2001). La zone pellucide est donc indispensable à la croissance 

















Figure 5. Représentation schématique de la  formation de la zone pellucide et de l’expression de ZP3 
cours de la phase de croissance. (Wassarman, 2008). L’ovogenèse s’achève par une étape finale 
durant laquelle l’ovocyte acquiert sa capacité à assumer la fécondation et à supporter le 
développement embryonnaire. Cette ultime étape de l’ovogenèse est appelée la maturation 
(Wassarman, 2008). 
 
c)   La maturation 
-Déroulement de la maturation méiotique 
La maturation correspond à la reprise de la méiose depuis la levée du blocage 
en prophase I (ou reprise de la méiose) jusqu'à la formation d'un gamète fécondable 
bloqué en métaphase II. In vivo, chaque cycle oestral, un signal hormonal par la LH 
(Luteinizing Hormone, hormone lutéinisante) induit à la fois la maturation et 
l’ovulation d’un groupe d’ovocytes. La reprise de la méiose peut être également 
induite in vitro, par la mise en culture d’ovocytes qui ont atteint un stade de 
croissance suffisant et qui sont donc devenus compétents à la maturation. 
Bloqué au stade diplotène de la Prophase I, les ovocytes se caractérisent 
par une large VG et un réseau dense de microtubules interphasiques. Le premier 
signe de la reprise de la méiose est la rupture de la membrane nucléaire de la VG, 
appelée Germinal Vesicle BreakDown ou GVBD. La membrane nucléaire se plisse, 
ses pores disparaissent et elle se résout par fragmentation en vésicules. La 
condensation de la chromatine qui a lieu en parallèle conduit à la formation des 
chromosomes (Brunet and Maro, 2005; Can et al., 2003)  
La première phase M de méiose est très longue comportant une pro-métaphase qui 
dure 6 à 7h au cours de laquelle un fuseau de microtubules  se forme en position centrale. 
Après la mise en place de fibres kinétochoriennes qui permettent l’alignement des 
chromosomes, le fuseau de métaphase I (MI) migre au cortex de l’ovocyte. La première 
division méiotique est asymétrique aboutissant à l’expulsion du premier globule polaire qui 
représente moins de 20% du volume de l’ovocyte (Fig. 6). La répartition du cytoplasme est 
donc très inégale alors que le matériel génétique est partagé de manière équivalente avec la 
séparation des paires de chromosomes homologues. 
 Les ovocytes devenus haploïdes passent directement en phase M sans phase S. 
L’ovocyte est alors de nouveau bloqué en métaphase de la seconde division méiotique 
(Métaphase II, MII). Ce blocage ne sera levé qu’au moment de la fécondation, induisant 






Figure 6. La maturation méiotique chez la souris. Au stade vésicule germinative, l’ovocyte est bloqué 
en prophase I. La levée de ce blocage provoque la rupture de la vésicule germinative (GVBD), les 
chromosomes se condensent et le fuseau de méiose I se met en place (vert). Cette première phase M 
de méiose est très longue (8 heures). Après expulsion du premier globule polaire, l’ovocyte est alors 
bloqué en métaphase II (MII). 
 
-La régulation de la reprise de la méiose 
Le MPF pour Maturing Promoting Factor est le facteur essentiel aux deux 
divisions de la méiose. Son activité a été mise en évidence pour la première fois 
dans l’ovocyte de Xénope en 1971 (Masui and Markert, 1971). Ils ont montré que le 
transfert de cytoplasme d’ovocyte en maturation dans des ovocytes bloqués en 
prophase I, induisait toujours la reprise de la méiose. Le MPF est composé de deux 
sous unités : CDK1 (Cycline dependent Kinase 1 ou p34Cdc2, CDC2) et de 
CYCLINE B. Le MPF qui s’est révélé être un complexe universel régulant le cycle 
cellulaire des cellules eucaryotes a donc été rebaptisé M-phase Promoting Factor.  
L'ovocyte en prophase I contient les composants du MPF mais celui-ci est 
maintenu à l'état inactif sous forme de pré-MPF.  Deux sites de CDK1: Thr 14/Tyr 
15 sont phosphorylés par Wee1B ce qui inhibe l'activité de l'enzyme. L’activation 
du pré-MPF résulte d’une part d’une déphosphorylation de ces deux résidus de 
CDK1 par la phosphatase CDC25B et d’autre part l’association de CDK1 
(phosphorylé sur la Thréonine 161) à la CYCLINE B.  
Le passage du MPF inactif ou pré-MPF à un MPF actif dépend donc de 
l’activation de CDC25B  et de l’inactivation de Wee1B. Ceci est le résultat de la 
régulation de plusieurs kinases dont la PKA qui fait le lien entre l’ovocyte et le 
signal hormonal LH. En effet la PKA  empêche la reprise de la méiose en inhibant 
la phosphatase CDC25 et en activant la kinase Wee1B. L’activité de la PKA dépend 
du taux d’AMPc qui résulte de la balance de l’activité de deux enzymes : celle de 
l’adenylate cyclase (AC) qui permet la production d’AMPc à partir d’ATP et la 
phosphodiestérase (PDE) qui l’hydrolyse. C’est le signal hormonal LH qui en 
provoquant l’inhibition de l’AC réduit la concentration d’AMPc et donc provoque 
l’inhibition de la PKA ce qui permet à l’activation du MPF (Han et al., 2005; Han 
and Conti, 2006) 
De plus, il existe une boucle d’auto amplification du MPF. En effet, suite à 
la chute de l’activité de la PKA, CDK1 est activée et à son tour active PLK1 (Polo-




0h                     4h                8h                    12h                     16h 
 20
like kinase)  qui stimule CDC25B qui renforce le MPF.  Enfin, une autre kinase, 
Akt participe également à l’activation du MPF par l’intermédiaire de CDC25 (Han 
and Conti, 2006). Cette cascade de kinase-phosphatase  aboutit à l’entrée de 




Figure 7. Modèle illustrant la régulation de l’activité du MPF dans l’ovocyte de souris. L’activité du 
MPF repose sur son état de phosphorylation-déphosphorylation. La déphosphorylation des deux 
résidus inhibiteurs (Thr14, Tyr15) par la phosphatase CDC25 active le MPF. CDC25 est  elle-même 
régulée par la protéine-kinase PLK (Polo-like kinase) et Akt, connues pour  contrôler l’entrée en 
phase M du cycle cellulaire des cellules somatiques. PLK1, qui est elle-même activée par le MPF, est 
impliquée dans une  boucle d’amplification positive du MPF lors de la levée du blocage en prophase I 
(Han and Conti, 2006).  
 
Après la GVBD, l’activité du MPF augmente progressivement au cours de la pro-
métaphase pour atteindre un plateau. Ceci s’explique par une augmentation de la traduction 
des ARNms de la de CYCLINE B. Dans l’ovocyte de souris compétent à la maturation, il y a 
90.9 nM de CDK1 et 614.9 nM de CYCLINE B. En cours de maturation, la  quantité de 
CYCLINE B est environ multipliée par 10 (Hampl and Eppig, 1995; Kanatsu-Shinohara et 
al., 2000). 
Parallèlement, on observe l’augmentation de l’activité de la voie des 
MAPK : MOS/ MEK/ ERK. MOS, une Ser/Thr kinase de 39 kDa est synthétisée 
dans les minutes qui suivent la GVBD (Verlhac et al., 1996). L’apparition de la 
protéine MOS permettra l’activation la voie des MAPK (via Mek1/2 et Erk1/2). 
Alors que l’activité du MPF est réduite brutalement au moment de l’expulsion du 
premier globule polaire pour ré augmenter en MII. Chez le Xénope, il a été montré 
que la stabilisation de Mos par la Ser3 est dépendante de CDK1 et que la synthèse 
de Mos est suffisante pour maintenir l’activité du MPF (Castro et al., 2001). Chez la 
souris, le mutant Mos n’a pas montré de modification de l’activité du MPF (Verlhac 
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et al., 1996). Ces données suggèrent que l‘activité du MPF ne soit pas directement 






Figure 8. Activité du MPF, de la voie des MAPK et du CSF (CytoStatic Factor) au cours de la 
maturation méiotique chez la souris. La courbe représentant le niveau d’activité MPF est en noir, celle 
de la MAPK en vert. Les aires en vert clair représentent l’activité du CSF (Kubiak et al., 2008). 
 
-Première phase M de la méiose : mise en place du fuseau 
 
La phase M de la méiose se caractérise par la formation d’un fuseau 
microtubulaire de métaphase I au centre de  l’ovocyte, qui ensuite migre jusqu’au 
cortex, ce qui permet de réaliser une division asymétrique entre l’ovocyte et le 1er 
globule polaire.  La mise en place du fuseau dans l’ovocyte diffère de celle qui est 
observée dans une cellule somatique.  En effet, le fuseau de MI de l’ovocyte de 
souris est dépourvu de centrosomes et les fibres kinétochoriales reliant les 
microtubules aux kinétochores des chromosomes n’apparaissent que tardivement. 
L’observation de la dynamique du cytosquelette de microtubules a permis de 
montrer  que la fonction des centrosomes normalement observés dans les cellules 
somatiques est supplée par des structures cytoplasmiques appelé MTOCs 
(Microtubule Organizing Centers). Les MTOCs apparaissent peu de temps avant la 
reprise de la méiose, de manière concomitante à la condensation de l’ADN, lorsque 
le réseau interphasique de microtubules de l’ovocyte est encore dense. Ces MTOCs 
se concentrent en foci autour de la vésicule germinative alors que le réseau de 
microtubules se dépolymérise (Brunet and Maro, 2005; Can et al., 2003). 
Peu de temps après la GVBD, les MTOCs, sous forme d’asters dispersés 
dans le cytoplasme, sont attirés vers le centre de l’ovocyte  grâce à des microtubules 
astraux pour former une structure en étoile (Fig. 9) directement au contact des 
chromosomes. Cette structure multipolaire se réorganise progressivement de 
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manière à former un fuseau de métaphase I avec deux pôles distincts. La 
bipolarisation du fuseau qui précède l’alignement des chromosomes en plaque  
métaphasique, est dépendant de l’activité de Kinésines tels que Kif11 (orthologue 
de Eg5) (Schuh and Ellenberg, 2007). Ce fuseau de métaphase I se caractérise alors 
par la présence de microtubules astraux et une oscillation des chromosomes autour 
de la plaque métaphasique (Brunet and Maro, 2005; Can et al., 2003; Kubiak et al., 
2008; Schuh and Ellenberg, 2007).  
 
 
Figure 9. Schéma des différentes phases de formation du fuseau bipolaire de méiose I. Le temps 
relatif à la rupture de la vésicule germinative est indiqué (NEBD : nuclear envelop breakdown). En 
rouge, le temps précédant la rupture de la VG, en vert la phase de recrutement des MTOCs, en jaune 
l’organisation d’un réseau multipolaire de microtubules, en mauve la formation d’une structure en 
boule de microtubules (microtubule ball), en bleu la réorganisation des microtubules en un fuseau 
bipolaire  (Schuh and Ellenberg, 2007). 
 
  Le fuseau migre ensuite à la périphérie de l’ovocyte. L’utilisation de 
drogues qui déstabilisent, soit les microtubules (nocodazole), soit le réseau d’actine 
(cytochalasine D), a permis de démontrer que le déplacement du fuseau de 
métaphase I requiert un réseau dynamique d’actine (Longo and Chen, 1985; Van 
Blerkom and Bell, 1986). Cette migration du fuseau est régulée par la voie de 
MOS/…/MAPK. Les ovocytes Mos-/- qui sont incapables d’activer la voie des 
MAPK, conservent leur fuseau au centre du cytoplasme et voient celui-ci 
s’allonger, donnant lieu à une division symétrique produisant des gros globules 
polaires (Verlhac et al., 1996; Verlhac et al., 2000) . Il reste à mieux comprendre un 
lien qui existe entre la voie des MAPKs et le réseau de microfilaments d’actine que 
nous savons être impliqués dans la migration du fuseau de métaphase I. 
Le positionnement du fuseau en zone corticale est associé à une 
réorganisation de cette région de l’ovocyte. Cela se traduit par la perte locale de 
microvillosités et d’un enrichissement des microfilaments d’actine à proximité du 
fuseau. Cette différenciation pourrait servir à restreindre le domaine où se formera 
l’assemblage de l’anneau contractile d’actine  et la cytokinèse de manière à produire 
un globule polaire de très petite taille (Brunet and Maro, 2005). Les mécanismes par 
lesquels s’établit cette polarité corticale font intervenir des Ran GTP et la Myosine 
II (Deng et al., 2007; Verlhac and Dumont, 2008).  
 
-Sortie de la première phase M 
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Jusqu’à l’amorce de l’anaphase I (AI), les chromatides homologues et sœurs 
restent associées par l’intermédiaire de cohésines. Ces protéines permettant un lien 
physique entre les chromatides sont dégradées au début de l’anaphase excepté au 
niveau des centromères empêchant leur séparation jusqu’en AII. L’initiation de 
l’anaphase semblerait être déclenchée par la formation de fibres kinétochoriales et à 
l’alignement des chromosomes. Il existe un point de contrôle ou  checkpoint qui 
veille à la répartition équivalente du matériel génétique au cours de la mitose, en 
prévenant l’initiation de l’anaphase jusqu’à ce que tous les chromosomes soient 
attachés au fuseau. Des membres des familles Mad et Bub  interviennent dans ce 
point de contrôle et constituent un complexe appelé SAC pour Spindle assembly 
checkpoint attaché aux kinétochores (Homer et al., 2005; Kubiak et al., 2008). Ce 
complexe se sépare des chromosomes peu de temps avant l’initiation de l’anaphase 
comme le montre le détachement de Mad2 des kinétochores. Chez l’ovocyte de 
souris,  l’inactivation de leurs fonctions  entraîne une entrée précipitée en anaphase 
ayant pour conséquence la formation de gros globules polaires et de l’aneuploïdie 
(Homer et al., 2005; Tsurumi et al., 2004)(Fig. 10). 
 
Figure 10. Point de contrôle de l’assemblage 
du fuseau  (SAC)  et activation de l’anaphase 
par APC (Kubiak et al., 2008). SAC actif: 
l’activation de l’APC est inhibée par  SAC via  
Cdc20. SAC inactif : Cdc20 libéré  du 
complexe SAC se lie à l’APC. Le MPF est 






L’initiation de l’anaphase est précédée de différents évènements 
moléculaires conduisant à la baisse brutale de l’activité du MPF. Ceci est dû à la 
dégradation de la CYCLINE B et à l’inactivation de CDK1 (Fig. 11). La 
dégradation de la CYCLINE B nécessite son étiquetage par des molécules 
d’ubiquitine assuré par l’APC /C. Le complexe APC/C est présent dans l’ovocyte 
en début de maturation où il est maintenu faiblement actif par un inhibiteur de 
mitose précoce (early mitotic inhibitor – Emi) puis par le complexe SAC. Lorsque 
SAC devient inactif, le complexe APC/C peut alors modifier la CYCLINE B qui est 
ensuite dégradée par le protéasome S26 (Kubiak et al., 2008; Marangos et al., 2007) 
.   
Cette destruction importante de CYCLINE B est temporaire et rapidement 
sa synthèse permet la réactivation du MPF à un niveau suffisant pour rester en 
phase M. En effet, entre les deux phases, les chromosomes restent condensés, le 
noyau ne se reforme pas. Un fuseau dit de métaphase II se réorganise de manière 
stable autour des chromosomes et s’oriente parallèlement au cortex de l’ovocyte 
(voir Fig. 8). 
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-CSF, arrêt en métaphase II et seconde phase M de méiose  
 
L’ovocyte est maintenu au stade 
métaphase II grâce  à l’activité cytoplasmique 
CSF (CytoStatic Factor) qui est levée par la 
fécondation. Cette activité du CSF est véhiculée 
par la voie de signalisation MOS/. ./MAPK qui 
empêche, par l’intermédiaire d’un facteur X, la 
dégradation de la Cycline B par l’APC/C. Le 
maintien en MII est également dû à Emi2, un 
inhibiteur de l’APC. Cette protéine doit être 
dégradée pour que l’ovocyte puisse compléter la 
méiose au moment de la fécondation (Madgwick 
et al., 2006)Fig. 11).   
Figure 11. Activité du CSF au stade MII             
(Kubiak et al., 2008). La voi des MAPK est impliquée 
dans la stabilisation du fuseau via Doc1R et Miss et 
régule l’activité du MPF. Emi2 lie Cdc20 et inhibe 
l’activation de l’APC.  
-Autres évènements cellulaires de la maturation 
 
Au cours de la maturation, l’ovocyte présente diverses modifications 
cytoplasmiques, outre celles déjà décrites plus haut.  
Par exemple, les granules corticaux sont des organelles issues de l’appareil 
de Golgi. Ce sont de petites vésicules sphériques de 200 à 600 nm de diamètre, 
dispersés dans le cytoplasme, qui migrent aux abords de la membrane plasmique 
dès la reprise de la méiose. Ces granules contiennent différents composants : 
héparine binding placenta, TPA (tissue plasminogen activator) et de nombreuses 
protéinases. Ces granules sont exocytés dans l’espace périvitellin lors de la 
fécondation, jouant un rôle important pour empêcher la polyspermie. Le 
déplacement des granules corticaux s’accompagne du regroupement des 
mitochondries et de l’appareil de Golgi dans la région périnucléaire.  
Des changements métaboliques tels que  l’augmentation du taux de 
glutathion sont également observés. Fourni partiellement par les cellules 
folliculaires, le glutathion  intervient éventuellement dans le remodelage de la 
chromatine du pronoyau mâle après  la fécondation.  
 
2. Développement embryonnaire précoce chez la souris 
a) Fécondation : point de départ du développement  embryonnaire précoce  
La fécondation regroupe un ensemble d’évènements dont la 
reconnaissance de la zone pellucide par le spermatozoïde, la fusion des membranes, 
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la réaction d’activation et l’achèvement de la méiose. Elle aboutit à la fusion des 
deux gamètes et à la formation d’une cellule œuf appelé communément zygote 
possédant deux pronoyaux : mâle et femelle. 
-De la reconnaissance de la zone pellucide à la fusion des membranes plasmiques (Fig.12) 
La reconnaissance de la zone pellucide par le spermatozoïde se réalise par 
l’intermédiaire de la glycoprotéine, ZP3 qui aurait deux fonctions : induire la 
réaction acrosomiale (la libération des enzymes contenues dans l’acrosome 
nécessaire à la pénétration des couches externes de l’ovule) par sa composante 
peptidique et pour assurer la fixation du spermatozoïde par sa composante 
hydrocarbonée. La ZP2 interviendrait également dans cette fixation car la 












Figure 12. La fécondation chez la souris. A. Représentation schématique d’un ovocyte au moment de 
la fécondation : a) Contact du spermatozoïde à la ZP. b) Liaison du spz à la ZP. c) Réaction 
acrosomiale. d) Pénétration du spz dans la ZP. e) bloc de polyspermie. B. Image en lumière blanche 
d’un ovocyte au moment de la fécondation (Sperm : spermatozoïde, ZP : zone pellucide) (Wassarman 
and Litscher, 2008). 
 
Le spermatozoïde digère la zone pellucide de proche en proche à l’aide de 
l’acrosine et progresse grâce à la poussée du mouvement flagellaire. Enfin, il 
débouche dans la cavité périvitelline et se couche sur les microvillosités de la 
membrane plasmique de l’ovule.  
Les membranes plasmiques de l’ovocyte et du spermatozoïde fusionnent. 
Cette fusion débute dans la région du col de l’acrosome et se propage aux zones les 
plus postérieures de sorte que la totalité du spermatozoïde pénètre dans le 
cytoplasme ovocytaire. L’incorporation du spermatozoïde dépend de plusieurs 
protéines filamenteuses du cytoplasme ovocytaire (myosine, actine). Cette mise en 
contact des cytoplasmes du spermatozoïde et de l’ovocyte déclenche l’activation de 
l’ovocyte et une série de modifications morphologiques au niveau des deux gamètes 
(Wassarman and Litscher, 2008). 
 
- La réaction d’activation 
  Le spermatozoïde introduit dans l’ovocyte, un facteur paternel important : la 
phospholipase C zeta (PLC zeta). La PLC zeta est responsable de la cascade 
B 
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d’activation de l’ovocyte dont l’élément essentiel est l’initiation d’oscillations du 














Figure 13. A. Mécanisme d’activation de l’ovocyte par le spermatozoïde via la PLC zeta qui 
hydrolyse PIP2 en IP 3 et DAG. B. Graphique montrant la fréquence et l’amplitude des oscillations 
calciques (Ajduk et al., 2008; Miyazaki and Ito, 2006).  
 
Ces oscillations calciques constituent un signal qui est à l’origine de 
modifications cytoplasmiques et nucléaires de l’ovocyte ainsi que de la reprise de 
son métabolisme bloqué ou fortement ralenti après la première division méiotique. 
Ces modifications comprennent la reprise de la méiose, le bloc contre la 
polyspermie, le recutement d’ARNs maternels et l’initiation du développement 
embryonnaire. 
En particulier, le bloc contre la polyspermie fait intervenir les granules 
corticaux dont nous avons parlé page 13. Le contenu des granules corticaux est 
exocyté et vient en contact avec la zone pellucide qu’il modifie. Il y a élimination 
des oligosaccharides responsables de la reconnaissance des spermatozoïdes et 
clivage de ZP2 ce qui provoque un durcissement de la zone pellucide. Ces 
altérations de la zone pellucide la rendent imperméable à la pénétration et bloquent 
la progression des spermatozoïdes surnuméraires (Horvath et al., 1993). 
-L’achèvement de la méiose 
 La seconde division méiotique de l’ovocyte s’achève avec l’expulsion du 
second globule polaire et la formation du pronoyau femelle. L’achèvement de la 
2ème division méiotique est postérieure à l’exocytose des granules corticaux qui sont 
beaucoup plus rares dans  le second globule polaire que dans le premier (Alliegro 
and Schuel, 1985).  
La fin de la méiose et le démarrage de la succession des cycles mitotiques 
dépendent de la mise en place des oscillations calciques. Celles-ci modifient 
l’activité de kinases dépendant du Ca comme CaM/CaMKII. Il. Emi2 est dégradé et 
donc le complexe APC/C peut activer le protéasome, ce qui entraîne la destruction 






Figure 14. Transition méiose –mitose initiée par les oscillations calciques (Miyazaki and Ito, 2006) 
b) Facteurs maternels et activation du génome zygotique   
 
 
Durant la courte période qui suit la fécondation, il n’y a aucune activité 
transcriptionnelle dans l’embryon. De ce fait, cette étape est dépendante des 
facteurs maternels stockés dans l’ovocyte durant la phase de croissance. Les 
facteurs maternels sous forme de transcrits doivent être traduits après différentes 
modifications post-transcriptionnelles impliquant la participation, entre autres, des 
protéines de liaison à l’ARN (Mendez et al., 2000; Richter et al., 1990). Ces 
facteurs maternels vont être progressivement remplacés par des facteurs zygotiques 
produits  par l’activation du génome zygotique  (zygotic genome activation, ZGA 
ou embryonic genome activation, EGA). 
La ZGA ou EGA se déroule en deux phases : une phase mineure avant la 
première division mitotique et une phase majeure au stade 2-cellules après le 
clivage (Schultz, 1993). La phase mineure correspond essentiellement à l’activation 
de la transcription du pronoyau mâle. A ce stade, l’organisation de la chromatine 
des deux pronoyaux est différente. Alors que les histones du pronoyau femelle sont 
hypermethylées, le pronoyau mâle subit une réorganisation marquée notamment par 
le remplacement des protamines par des histones acétylées (Rousseaux et al., 2008). 
Au stade 2-cellules, la phase majeure de la ZGA est associée à la nécessité pour 
l’embryon de produire ses propres transcrits : un zygote dont l’activité 
transcriptionnelle est inhibée par l’α-amanitine ne se développe pas au-delà du 
stade 2-cellules.  Le patron d’expression génique est profondément modifié.  De 
nouveaux transcrits absents dans l’ovocyte apparaissent tandis que les ARNs 
maternels sont massivement détruits (Hamatani et al., 2004; Kanka et al., 2003; 






Parmi les nombreux gènes activés durant la ZGA, Hsp70.1 qui code pour 
une protéine de choc thermique (Heat Shock Proteins ou Hsps) est l’un des 
premiers à avoir été identifié (Bensaude et al., 1983). Son expression, relativement 
faible dans l’œuf non fécondé, est fortement activée dès la phase mineure de la 
ZGA, au stade 1-cellule (Christians et al., 1995). Depuis, les analyses de 
transcriptome ont identifié plus de 3000 gènes activés à la ZGA  (Hamatani et al., 
2004). Dans le cadre de ces travaux, les auteurs ont montré que ces gènes 
contribuaient à la préparation de la machinerie cellulaire, telle que la transcription, 
le métabolisme et la synthèse protéique.  
 
c) Mutations à effet  maternel  
L’existence de gènes à effet maternel a été révélée par les mutations dites 
« à effet maternel ». Les femelles porteuses de ces mutations sont viables et 
d’apparence normale, mais le développement ou même la survie de leur 
descendance est compromise quel que soit leur génotype (Fig. 15) (Christians, 
2003).  Ce type de mutation affecte les gènes qui codent pour des facteurs maternels 
(transcrits, protéines) normalement stockés dans l’ovocyte et utilisés par l’embryon 
après la fécondation jusqu’à ce que le niveau de transcription zygotique soit 
suffisant. Ces mutations ont été identifiées dans de nombreuses espèces telles que  
l’escargot,  le xénope, la drosophile ou le nématode. 
Dans ces 2 dernières espèces, des cribles génétiques ont, d’ailleurs, permis 
d’identifier un grand nombre de gènes ayant un effet maternel. Par exemple, chez 
C. elegans, des centaines de mutations mel (maternal effect embryonic lethal) ont 
été répertoriées dont 32 s’accompagnent d’un arrêt avant la première division 
mitotique du zygote.  
 
 
Figure 15. Définition de la mutation à effet maternel : 
« Lorsqu’une femelle (cercle) homozygote mutante est accouplée avec un mâle (carré) de type 
sauvage, hétérozygote ou homozygote mutant, les embryons produits sont soit hétérozygotes, soit 
homozygotes, mais leur phénotype est létal quel que soit leur génotype »(Christians, 2003). 
 
Chez la souris, des mutations de ce type ont été d’abord identifiées parmi des 
lignées knock-out obtenues par recombinaison homologue puis parmi des lignées de souris 
transgéniques exprimant un SiRNA. Jusqu’ici, une dizaine de mutations à effet maternel a été 
identifiée : Mater, Hsf1, Dnmt1o, Zar1, Npm2, Stella, Zfp36I2, Basonuclin, Brg1,  Ctcf, 
Pms2, Ezh2, Dnmt3a et mHR6A  (Tableau I). 
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Les embryons déficients en ces différents facteurs maternels présentent une 
réduction variable de viabilité. Certains cas comme Hsf1, Mater, Zar1 sont particulièrement 
grave puisque aucun embryon ne parvient  au stade blastocyste (3 jours de développement).  
Seules quelques-unes unes de ces lignées de souris ont été analysées en détail 
jusqu’à l’identification des mécanismes moléculaires affectés.  Des altérations dans la 
régulation de l’expression des gènes ont été trouvées dans plusieurs cas que ce soit au niveau   
1/ du stockage de facteurs maternel (Basonucline), 2/ de la dégradation des facteurs 
maternels (Zfp36I1) ou 3/ de l’activation du génome zygotique (Brg1, Zar1, Npm2). 
 
Tableau 1 : Gènes à effet maternel identifiés chez la souris 
 
 










GV  Stérilité Arrêt au stade 2-C/4-C 





GV  Hypofertilité 
Létalité embryonnaire 
post-implantation 
(Howell et al., 
2001) 




               
Hypofertilité 
 
Arrêt au stade 2-C. Défauts 
organisation nucléaire et 
nucléolaire 







Mortalité embryonnaire       
pré-implantation 
 






 Arrêt au stade 2-C/4C 








Défauts d’ovogenèse et de 
fécondation-   
Létalité au  stade  1-C 
(Ma et al., 2006) 
Brg1 
 GV  
Hypofertilité 
 
Arrêt au stade 2-C-Défauts 
de modification 
épigenetique 
(Bultman et al., 
2006) 
Ctcf 
 GV  Hypofertile 
Défaut de méiose, mitose, 
ZGA (Wan et al., 2008) 
Pms2 ? Hypofertile Défaut de réparation de 
l’ADN 
(Gurtu et al., 2002) 
Ezh2 GV de 
l'ovocyte 
Fertile Retard de croissance (O'Carroll et al., 
2001) 
Dnmt3a ? Stérilité Létalité embryonnaire        
post-implantation 
(Kaneda et al., 
2004) 








Figure 16. Illustration représentant l’ovogenèse et le développement précoce de la souris. L’effet 
maternel de ces gènes listés dans le tableau ci-dessus a été associé aux  stades pour lesquels leur 
fonction est requise. 
 
d) La mutation Hsf1 
Le facteur de choc thermique (Heat Shock Factor 1, HSF1) fait l’objet 
d’une attention particulière dans l’équipe où j’ai réalisé ma thèse et il est au centre 
du projet que j’ai développé.  
Ce facteur de transcription largement impliqué dans la régulation de la 
réponse au stress, n’était pas attendu dans le groupe des facteurs maternels 
présentés dans le paragraphe précédent. Toutefois la caractérisation de son profil 
d’expression dans l’ovocyte en MII et dans l’embryon préimplantatoire avait 
montré que HSF1 présente une forte expression dans l’ovocyte non fécondé qui 
décroît après la fécondation  jusqu’à atteindre un niveau basal au stade blastocyste,  
à l’image des facteurs maternels (Christians et al., 1997) (Fig. 17). Cette dynamique 
d’expression a été, par ailleurs, retrouvée dans des travaux de microarrays publiés 
par différents groupes qui ont trouvé Hsf1 parmi les gènes à forte expression 
ovocytaire et à faible expression durant les stades préimplantatoires (Hamatani et 














Figure 17.  RT-PCR montrant le 
niveau de transcrits Hsf1 du stade 
ovocyte MII au stade bastocyste. Les 
deux bandes représentent deux 




Le rôle maternel d’HSF1 a été démontré grâce à la création par plusieurs 
groupes de recherche, de lignées de souris knock-out pour le gène Hsf1. Ces lignées 
prtésentent de nombreux défauts plus ou moins pénétrants suivant la lignée 
considérée et leur fonds génétique (Inouye et al., 2003; Xiao et al., 1999; Zhang et 
al., 2002). Néanmoins, un syndrome d’infertilité des femelles Hsf1-/- a toujours été 
observé quel que soit la lignée.  
Les femelles Hsf1-/- sont infertiles parce que leurs embryons sont incapables 
de se développer au-delà d’un ou deux clivages, quelque soit le génotype du père 
(Hsf1-/- ; Hsf1+/+) et donc leur génotype. Il s’agit donc bien d’une déficience 


















Figure 18. Embryons issus de femelles Hsf1+/- et Hsf1-/- au stade 1-cellule ou zygote (0.5dpc) et au 
stade blastocyste (3.5dpc). 
 
 
Les femelles Hsf1-/- ne présentent pas d’anomalies évidentes du tractus 
génital ou des structures ovariennes. Des expériences de transfert d’embryons 
collectés à partir des femelles  Hsf1-/- n’ont pas permis d’obtenir de développement, 
indiquant que le défaut était embryon autonome. Enfin certains de ces embryons 
étaient capables de transcrire un transgène transmis par le génome paternel, 
Hsf1 Hsf1 
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illustrant le fait que la ZGA puisse avoir lieu. Au moment de la caractérisation de la 
mutation Hsf1, les mécanismes cellulaires et moléculaires dans lesquels intervenait 
la fonction maternelle du gène Hsf1 restaient à identifier (Christians et al., 2000; 
McMillan et al., 1998; Xiao et al., 1999).  
Cela contraste avec l’abondante littérature dédiée à la réponse au stress et à 
son régulateur principal, HSF1 que nous résumons dans la section suivante. 
 
III. FONCTIONS CELLULAIRES ET DEVELOPPEMENTALES 
DU  FACTEUR HSF1 ET DES FACTEURS APPARENTES 
 
De nombreuses revues ont été consacrées aux facteurs HSFs, à leurs fonctions dans la 
réponse au stress et dans la cellule en conditions physiologiques (Akerfelt et al., 2007; 
Morimoto, 1998; Pirkkala et al., 2001; Voellmy, 2004) .  
 
1. Les facteurs de choc thermique, le stress et la cellule 
a) La famille des HSFs 
 
L’existence des facteurs de choc thermique a été suspectée bien avant leur 
identification et l’isolement de leur gène. C’est dans les années 60, que Ritossa exposant des 
mouches à un choc thermique découvrit que ces organismes réagissaient à ce stress en 
modifiant la structure de leurs chromosomes qui présentaient des boursouflures 
caractéristiques. Ceci indiquait un changement de l’activité du génome. Il a été ensuite 
montré que ce choc thermique  provoquait l’induction d’une série de gènes dits de « choc 
thermique » codant pour des protéines Hsps ou Heat Shock Proteins. Les Hsps font partie des 
protéines chaperons qui interviennent dans la protection de la cellule. Ces facteurs seraient 
donc les régulateurs de cette réponse.  Divers autres agents stressants tels que le choc 
thermique, les métaux lourds ou l’alcool, stimulent le même type de réponse et le terme de 
« réponse au choc thermique » est fréquemment remplacé par celui de  « réponse au stress ».  
Ce système de régulation inductible suite à  un stress étant conservé de la bactérie à 
l’homme, l’identification du facteur de choc thermique chez la levure a permis d’isoler les 
orthologues chez la drosophile puis chez les mammifères et les plantes. Un seul HSF a été 
trouvé dans le génome d’espèces telles que la drosophile, la levure ou le ver. En revanche, 
quatre gènes HSF ont été clonés chez les vertébrés : HSF1, HSF2, HSF 3 et HSF4. HSF1 et 2 
sont exprimés de manière ubiquitaire dans de nombreux tissus et types cellulaires. HSF3 est 
connu jusqu’à présent uniquement dans des cellules aviaires (Nakai and Morimoto, 1993). 
HSF4  a été décrit plus récemment chez les mammifères (Tanabe et al., 1999).  Un cinquième 
facteur : HSF5 vient d’être annoté dans le génome des mammifères. Enfin, chez les plantes, 
la famille des HSFs comprend de nombreux membres et variants (Baniwal et al., 2004). 
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b) La réponse au stress : activation et atténuation  
La réponse au stress est déclenchée par toutes conditions anormales de la vie 
cellulaire. En phase d’activation, HSF est libéré d’un complexe multiprotéique et vient 
s’accumuler dans le noyau. Dans les cellules de primates, HSF forme des granules bien 
visibles dans le noyau (heat shock granules, Fig. 18). Au cours de son activation, HSF forme 
des trimères capables de se fixer au niveau des motifs HSE (Heat Shock Element) présents 
dans les régions régulatrices des gènes induits en réponse au stress. C’est le cas des  gènes 
Hsps qui sont alors abondamment exprimés.  Les protéines HSPs néosynthétisées participent 





Figure 19 Activation du facteur HSF1 en réponse à un stress. Cette figure montre les 
éléments majeurs impliqués dans l’activation de HSF1, le facteur majeur de l’induction des 
HSPs. (1) Complex cytoplasmic de HSF-1 et Hsp90; (2) Translocation de HSF-1 dans le 
noyau; (3) Distribution intranucléaire de HSF1: en trimère et phosphoryles, liés au motif 
HSE ou formant des granules de stress; (4) Complexe nucléaire de  HSF1 et Hsp90; (5) 
Retrotranslocation de HSF-1 dans le cytoplasme. p23,  une cochaperone de Hsp90 (Soti et 
al., 2005). 
 
c) Les Hsps  
Chez les mammifères, les Hsps sont classées en sous familles, selon leur poids 
moléculaire apparent, leurs agents inducteurs et leur localisation subcellulaire : 
HSP110, 90, 70, 60, 47 kDa et HSP25-30 kDa. La synthèse des HSPs est un moyen 
de défense généralisé, développé par la cellule pour faire face à la grande diversité 
des agressions pouvant compromettre sa survie. Les HSPs s'associent à d'autres 
protéines, ayant perdu (dénaturation) ou n'ayant pas encore acquis (biosynthèse) 
leur conformation tridimensionnelle. L'interaction des HSPs avec ces protéines 
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dénaturées ou dépliées favorise soit leur assemblage, leur repliement ou leur 
transport dans les différents organites intracellulaires, soit leur dégradation. Le 
dessein de ces interactions moléculaires est multiple: prévenir l'agrégation des 
protéines altérées ou en cours de biosynthèse, éliminer les protéines reconnues 
comme anormales vers les lysosomes ou protéasome et/ou participer au transfert 
des protéines du cytoplasme vers la membrane plasmique (voir les revues et 
citations dans (Gaestel, 2006). 
 
 
2. La protéine HSF1  
 
L’activité du facteur HSF1 dépend des différents domaines fonctionnels de la protéine 
ainsi que de modifications post-traductionnelles.  
 
a) Les différents domaines fonctionnels de la  protéine  HSF1 (Fig. 19) 
La partie N-terminale comprend le domaine de liaison à l’ADN (DNA 
Binding Domain, DBD) qui est aussi le domaine le plus conservé au travers de la 
famille des HSFs et entre espèces. Il s’agit d’une structure en «hélice tour hélice » 
capable de se lier à des motifs consensus que l’on appelle Heat Shock Element 
(HSE)  (voir section suivante en 3.a). 
HSF1 contient également trois régions à répétitions hydrophobiques  
(Heptad Repeat, HR-A/B et HR-C). Le large domaine HRA/B permet à cette 
protéine de se trimériser en homotrimère. Il peut également former des 
hétérotrimères en s’associant avec un facteur HSF tel que HSF2. L’étape de 
trimérisation implique le passage par un état intermédiaire en dimère qui précède la 
trimérisation. Le domaine HR-C adjacent à l’extrémité C-Terminal prévient la 
trimérisation. Ce domaine qui est absent chez HSF4 est peu conservé chez les 
orthologues des plantes et de la levure. Cela peut être lié au fait que la trimérisation 
est constitutive chez ces espèces (Pirkkala et al., 2001).       
Des études réalisées chez les mammifères (HSF1) et chez la drosophile 
(HSF) ont révélé que le domaine de transactivation se limitait à l’extrémité 
carboxyl-terminale de ces facteurs (Activation Domain, AD). Un domaine 
intermédiaire, RD (Regulatory Domain), intervient également dans la régulation de 
l’activité transactivatrice des HSFs. L’activité du facteur HSF1 est modulée à 
différents niveaux par des modifications post-traductionnelles qui contrôlent sa 
localisation subcellulaire, l’oligomérization, la liaison à l’ADN et la transactivation. 
 
b) Régulation du facteur HSF1  
-Modifications post-traductionnelles 
Les modifications post-traductionnelles observées au niveau de la protéine 
HSF1 sont impliquées dans le maintien d’HSF1 soit sous forme de monomère à 
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l’état inactif dans le cytoplasme,  soit sous forme de trimère à  l’état actif (lié au 
motif HSE) dans le noyau.  
La forme activée du facteur HSF1 se caractérise par une différence de 
migration de la protéine sur gel d’électrophorèse. Cette différence a été corrélée à 
des modifications post traductionnelles importantes, notamment par 
phosphorylation. Le groupe de Léa Sistonen a montré que la capacité à se fixer sur 
l’ADN d’HSF1 et son activité transcriptionnelle était liée à la lysine 298. La 
sumoylation de ce site est dépendante de la phosphorylation de deux Sérines Ser303 
et 307 qui se trouvent à proximité de la Lys298. La Serine 230 phosphorylé a été 
identifiée comme un site activateur de HSF1 (Anckar et al., 2006; Hietakangas et 
al., 2003). Néanmoins, l’introduction d’une mutation ponctuelle remplaçant la 
serine 230 par la lysine dans des fibroblastes Hsf1-/- n’abolit pas complètement 
l’activité de la protéine. Ces données suggèrent que d’autres modifications post-
traductionnelles puissent être impliquées dans la régulation de l’activité 
transcriptionnelle du facteur HSF1. 
-HSF1 et son complexe régulateur 
La régulation de l’activité d’HSF1 intègre les modifications dont nous venons de 
d’aborder les grandes lignes et l’interaction d’ HSF1 avec un complexe régulateur. 
Différents travaux suggèrent que la forme monomérique soit titrée dans le 
cytoplasme par différents facteurs cellulaires. Cette idée repose sur le fait que la 
surexpression de HSF1 dans des cellules en culture, active de manière constitutive 
la réponse au choc thermique (Voellmy, 2006). Pour expliquer ces résultats, un 
modèle de rétrocontrôle négatif a été établi impliquant le complexe de 
HSP70/HSP40 sur la base de recherche d’interactions protéine/protéine. Une 
protéine chaperon exprimé  de manière abondante et ubiquitaire, HSP90, est 
également associée à ce complexe multi-chaperon répresseur de l’activité HSF1 
(Fig. 18, 20).  
 
 
Fig. 20. Modèle de la régulation du facteur HSF1 et ses différents sites de phosphorylation. Les 
différents sites de phosphorylation déterminent l’activité transactivatrice de HSF1. (i) Domaine de 
liaison à l’ADN (DBD), domaine (HR) -A/B et –C de trimérisation, les domaines de transactivation 
230          303      363
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(RD et AD1/2). Toutes les modifications post-traductionnelles connues sont indiquées (ii) En 
condition physiologique,  HSF1 est sous forme de monomères et son activité est réprimée par les sites 
phosphorylés : en rouge; Ser303, Ser307, Ser363. Suite à l’induction d’un stress, l’état de 
phosphorylation  du site Ser230 (en vert), induit l’activité transactivitrice de HSF1. De plus, on 
observe l’apparition d’une phosphorylation  en  position 303 (Ser) (en jaune) dépendant de la 
sumoylation  (Holmberg et al., 2002). 
 
3. Les gènes cibles du facteur HSF1      
 
L’activité principale de HSF1 est la régulation de l’expression de gènes possédant 
dans leur promoteur, des motifs consensus HSE localisés à proximité du site 
d’initiation de la transcription.  
 
a) Les motifs consensus Heat Shock Element-HSE 
 
Les premières preuves de l’existence d’un motif régulateur, HSE, présent 
sur le promoteur de certains gènes liés par les facteurs de choc thermique, ont été 
trouvées chez la drosophile. L’analyse de la région 5’ en amont des gènes codant 
pour les Hsps et la délétion de certaines parties du promoteur de Hsp70 a permis 
l’identification d’un motif de base nGAAn de la séquence HSE. Des expériences de 
construction de promoteurs artificiels et de gel retard ont validé la répétition de ce 
motif de base comme étant la séquence consensus reconnue par le facteur HSF actif  
(Kroeger and Morimoto, 1994; Pelham and Bienz, 1982; Shi et al., 1998; Zuo et al., 
1994) .  
L’utilisation de la technique d’Immuno Précipitation de la Chromatine  
(ChIP) et d’un nouvel outil bioinformatique : MEME a permis de redéfinir le motif 
HSE lié par HSF1: nnTTCnnGAAnnTTC (Fig. 20) (Trinklein et al., 2004). Ces 
travaux ont confirmé que la guanidine dans le triplet nGAAn constitue le nucléotide 
le plus conservé du motif. De même, le triplet de nucléotide TTC en 5’ est séparé 
du GAA par une paire de pyrimidine-purine et que le triplet de nucléotide TTC en 
aval du GAA est précédé de deux nucléotides non conservés. L’organisation en 
cluster et la proximité du site initiation de la transcription de ces HSE varient selon 





Figure 21. Représentation du 
motif HSE. Matrice de score  
http://www.bio.cam.ac.uk/seqlo







b) Régulation des gènes cibles durant la réponse au stress 
 
Les premiers gènes cibles d’HSF ont été nommés gènes de choc thermique 
en relation direct avec le système expérimental qui les induisait. Le concept de 
gènes de choc thermique s’est étendu ces dernières années grâce l’étude du 
transcriptome des cellules MEF (mouse embryonic fibroblast)  Hsf1+/+ et Hsf1-/- et 
aux analyses faites par ChIP. Ces travaux ont révélé l’existence de nombreux gènes 
cibles de HSF1, codant pour des Hsps mais également d’autres gènes.  
Dans la figure 21, nous pouvons voir l’exemple de Hsp60 dont 
l’expression induite par un stress est dépendante de HSF1. Chordc1, un gène 
impliqué dans le métabolisme du Calcium est également induit par le choc 
thermique et  de manière dépendante à HSF1. Certains gènes sont induits plus 
fortement après le stress thermique en l’absence de HSF1, exemple JunD, un proto 
oncogène. Ceci indique qu’HSF1 est un régulateur transcriptionnel activateur mais 
aussi répresseur. 
Ces travaux ont aussi montré que tous les gènes de choc thermique ne sont 
pas sous la dépendance de HSF1, cela suggérant l’idée d’une régulation par d’autres 
facteurs. Enfin, on peut observer que HSF1 régule l’expression d’un grand nombre 










Figure 22. Résultats de microarrays obtenus par Trinklein et ses collaborations. Expression des gènes 
Hsp60, Chordc1 et JunD dans des fibroblastes Hsf1+/+ et Hsf1-/-cultivés en conditions physiologiques 
et en condition de choc thermique (Trinklein et al., 2004). 
 
4.  Fonctions cellulaires et développementales des HSFs : 
Étude de mutants 
 
Heat shock protein, 60 kDa 
Chordc1  
Jun D  
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a) Le premier métazoaire mutant  pour HSF : la drosophile 
 Le rôle développemental des facteurs Hsf a été découvert pour la 
première fois chez la drosophile. Les différents mutants qui ont été générés ont 
révélé, non seulement le rôle crucial de HSF dans la réponse au choc thermique 
mais également dans le développement larvaire et l’ovogenèse. La protéine HSF est 
présente dans l’œuf avant l’activation du génome zygotique ; ce qui signifie que le 
facteur HSF est un facteur maternel accumulé dans l’ovocyte. La fonction de Hsf au 
cours de l’ovogenèse se situe au moment de la formation de la chambre ovarienne, 
après la formation des cystes et avant la phase de vitéllogenèse (Fig. 22)  
En analysant l’expression d’une Hsp83 (Hsp90), grâce à un transgène 
Hsp83-LacZ, les auteurs conclurent que la fonction de HSF ne passait certainement 
par la régulation des Hsps. Néanmoins, il serait nécessaire de vérifier cela par des 
expériences plus quantitatives telle que par transcription reverse et PCR en temps 
















Figure 23.  Ovariole provenant de femelles hsf+ (sauvage) et hsf1 (mutante). L’ADN est 
marqué en rouge, HSF en vert, Hsp83-lacZ (Hsp90) en bleu (Jedlicka et al., 1997). 
 
 
b) HSF1, prolifération/croissance et cycle cellulaire 
La fonction de HSF1 chez la souris, par-delà la réponse au stress, a été 
démontrée grâce à la génération de souris KO et transgéniques. Ces différents 
modèles génétiques générés par différents groupes (Inouye et al., 2003; Xiao et al., 
1999; Zhang et al., 2002) ont, notamment, révélé la fonction de HSF1 dans la 
croissance cellulaire, le développement embryonnaire et la reproduction (effet 
maternel décrit  p21-22) 
 39
La mutation Hsf1 conduit à une létalité embryonnaire autour du 14ème jour 
de développement embryonnaire, qui conduit à la production d’un nombre plus 
réduit de nouveau-nés Hsf1-/-. Aucun défaut n’a été détecté dans ces embryons Hsf1-
/-. Par contre, des défauts de l’architecture placentaire ont été identifiés, suggérant 
l’implication possible des structures extra-embryonnaires dans la létalité 
embryonnaire et le retard de croissance des nouveau-nés survivants (Xiao et al., 
1999). 
Ce retard de croissance pourrait suggérer un possible rôle de HSF1 dans le 
cycle cellulaire en condition physiologique. Toutefois, aucune étude  n’a pu mettre 
en évidence le rôle de HSF1 dans le contrôle du cycle cellulaire en dehors de la 
réponse au stress. Durant la réponse au choc, il a été montré qu’un ralentissement 
ou un arrêt est dépendant de Hsf1 (Luft et al., 2001).  Une étude plus récente ne 
montre aucune différence de croissance entre les fibroblastes Hsf1+/+ et Hsf1-/- (Dai 
et al., 2007). Néanmoins, certains signaux qui promeuvent la croissance cellulaire, 
tels que l’expression de KSR (Kinase suppressor of RAS) et l’activité des MAPK, 
sont réduits dans les MEFS Hsf1-/-.  La question du rôle direct d’HSF1 dans la 
régulation de la prolifération reste soulevée. 
Par contre, HSF1 pourrait intervenir de manière indirecte dans la capacité 
de prolifération active de cellules tumorales. C’est ce que semblent suggérer les 
travaux de Susan Lindquist et ses collaborateurs relatent l’effet suppresseur de 
tumeur du knock-out Hsf1. Ces données sont confortées par les observations faites 
dans différentes lignées de cellules cancéreuses  dans lesquelles une augmentation 
de l’expression du facteur HSF1 est observée. Enfin, un niveau très élevé de sur 
expression du facteur HSF1 en interagissant avec cdc20 compromet le déroulement 
du cycle cellulaire soit en inhibant la sortie de mitose soit produisant de 
l’aneuploïdie et des cellules multi-nucléées (Lee et al., 2008).  
 
c) Interactions fonctionnelles entre HSF1 et d’autres membres de la famille HSF 
 
Le développement du tissu olfactif et la spermatogenèse constituent deux 
exemples très intéressants concernant les mécanismes d’interaction entre les 
facteurs HSFs.  
Dans le tissu olfactif, les travaux du groupe d’Akira Nakai ont mis en 
évidence un antagonisme entre les facteurs HSF1 et HSF4. Chez les souris Hsf1-/-, 
le développement olfactif présente différents défauts dont une sévère atrophie de 
l’épithélium olfactif, une augmentation de l’apoptose et une surexpression de la 
cytokine LIF. Lorsque l’on place la mutation Hsf1 dans un fond Hsf4-/-,on constate 
une atténuation des différents phénotypes observées dans le bulbe olfactif Hsf1-/-
(Takaki et al., 2006). Ces travaux montrent que HSF1 et HSF4 ont des fonctions 
opposées dans le développement.   
Au contraire, dans la lignée germinale mâle, il existe une « coopération » 
entre HSF1 et HSF2. La simple mutation Hsf1 ou Hsf2 n’entraînent pas de troubles 
majeures de la spermatogénèse et n’affectent pas la fertilité des mâles (Kallio et al., 
2002; Wang et al., 2003). Par contre, dans un contexte génétique de double knock-
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out Hsf1/Hsf2 (Wang et al., 2004), on observe une dégénérescence sévère des tubes 
séminifères. Ces animaux déficients pour les 2 facteurs sont totalement stériles et ne 
produisent plus de spermatozoïdes. La nature de la coopération de ces 2 facteurs 
reste à définir.  
Néanmoins, pour ces deux exemples, il reste à savoir comment ces 



































IV.  BUT DU TRAVAIL 
 
Le but de mon travail de thèse a été de caractériser le phénotype de l’ovocyte Hsf1-/- 
au niveau moléculaire et  cellulaire afin de mieux comprendre les effets maternels 
du facteur HSF1.  
La première partie de mon travail de thèse a été consacrée à la recherche 
de gènes cibles du facteur HSF1. Nous nous sommes focalisés sur l’ovocyte en fin 
de croissance, dernier stade apparemment normal de l’ovogenèse chez une femelle 
Hsf1-/- et dans lequel le maximum de facteurs maternels doit avoir été stocké. Deux 
types d’analyse ont été effectués:  
1) analyse de gènes cibles d’HSF1 connus dans d’autres systèmes cellulaires, les 
gènes appartenant à la famille des Hsps (Hsp110, 90α, 90β,  70.1, 70.3,  60 et 
Hsp25).  
2) recherche de nouveaux gènes candidats découverts par un crible bio 
informatique. Pour cela nous avons eu à utiliser des outils permettant la recherche 
des motifs HSE, cibles de la liaison d’HSF1 à l’ADN.   
La deuxième partie a été consacrée à l’étude fonctionnelle et cellulaire du 

















































I.  ANALYSE DE L’ACTIVITE TRANSACTIVATRICE  
DU FACTEUR HSF1 DANS L’OVOCYTE DE SOURIS 
 
 
1. Analyse de l’expression de Hsf1 durant la croissance de l’ovocyte 
Des analyses antérieures (Christians et al., 1997) ont montré que les transcrits et la 
protéine HSF1 sont abondants dans l’ovocyte au stade MII alors que le facteur apparenté 
HSF2 ne semblait pas y être exprimé. Par contre, il n’y avait pas encore de données 
concernant l’expression d’HSF1 au cours de la croissance ovocytaire chez la souris. Pour 
répondre à cette question, nous avons réalisé des expériences d’immunofluorescence  en 
utilisant des anticorps dirigés contre la protéine HSF1, sur des cryocoupes d’ovaire de souris 
femelles âgées de trois mois en moyenne. (Figure S1 p 80).   
Ces expériences nous ont permis d’observer que Hsf1 est exprimé dans l’ovocyte dès le 
stade de follicule primordial jusqu’au stade de follicule tertiaire. Sa localisation subcellulaire 
est principalement cytoplasmique. On observe également une expression beaucoup plus 
faible dans les cellules folliculaires; ce qui rappelle l’expression basale de HSF1  dans les 
cellules somatiques. Ces données nous permettent de dire que dans l’ovaire, Hsf1 est un 
facteur maternel dont l’expression est majoritairement ovocytaire. Ces observations sont en 
accord avec des expériences d’immunohistochimie réalisées sur des coupes d’ovaires 
humains (données non montrées).  HSF1 pourrait donc être impliqué dans la régulation de 
l’expression de facteurs maternels tout au long  de la croissance de l’ovocyte chez les 
mammifères. 
Etant donné que l’histologie des ovaires de femelles Hsf1-/- apparaît normale (Fig. 
2), nous avons émis l’hypothèse que les ovocytes en fin de croissance ne contiendraient pas 
les facteurs maternels requis pour la poursuite des différentes étapes développementales 
menant à un embryon viable. Ceci s’appuie aussi directement sur la définition d’une mutation 
à effet maternel (page 25). C’est pourquoi, nous nous sommes attachés à caractériser les 
gènes dont l’expression est dépendante du facteur HSF1 dans l’ovocyte.  
 
 
2. Analyse de l’expression et de la régulation des gènes cibles connus de 
HSF1 : les Hsps 
 
 
Le niveau d’expression des gènes codant pour des protéines de choc thermique 
(HSPs) dans un ovocyte en conditions physiologiques a été analysé par RTqPCR  
(transcription reverse suivie de PCR quantitative en temps réel). Nous avons utilisé des 
extraits d’ovocytes Hsf1+/+  en fin de croissance (fully grown oocytes) prélevés à partir de 
follicules tertiaires. Notre étude a porté sur les représentants les plus connus de chacune des 
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cinq sous-familles de gènes codant pour des Hsps : Hsp25, Hsp60, Hsp70.1, Hsp70.3, 
Hsp90α, Hsp90β et Hsp105.  
La figure 23A  montre les niveaux relatifs d’expression de ces gènes par rapport au 
standard interne correspondant aux transcrits du gène S16. Les efficacités des amorces 
utilisées étant comparables, nous avons utilisé la formule 2-ΔCt où ΔCt est le nombre de cycles 
d’écart observés entre le gène étudié et le standard S16. Parmi ces gènes, Hsp90α est le plus 
fortement exprimé dans l’ovocyte. Hsp90β et Hsp105 présentent un niveau d’expression 
intermédiaire. Hsp60 et Hsp25 sont faiblement exprimés. Enfin les transcrits des 2 gènes 
inductibles  Hsp70.1 et .3 sont plus difficilement détectables.  
Afin de voir si HSF1 est impliqué dans la régulation de l’expression de ces Hsps, nous 
avons comparé leurs niveaux d’expression par RTqPCR en utilisant le S16 comme gène de 
référence dan des ovocytes Hsf1+/+ et Hsf1-/-.  La formule utilisée est celle du 2-ΔΔCt  (Livak et 
Schmittgen, 2001). 
Ces expériences ont été réalisées trois fois sur un nombre total de six souris de chaque 
génotype. Les résultats (Fig. 23B) montrent que les Hsps sont différentiellement régulés par 
HSF1. Alors que les niveaux d’expression de Hsp60 et Hsp90β  ne sont pas affectés par la 
perte du gène Hsf1, la quantité de transcrits des gènes Hsp25, 90α et 105 diminue en 
moyenne de 50% dans des ovocytes Hsf1-/-. Enfin, l’expression de Hsp70.1 et Hsp70.3 
devient quasiment indétectable. Néanmoins, lorsque l’on considère que le niveau 
d’expression de ces deux gènes dans des ovocytes Hsf1+/+ est très faible, cette forte 
diminution peut être considérée comme peu significative.  
Ces expériences mettent en avant le gène Hsp90α dont  l’expression dans l’ovocyte de 
souris est particulièrement abondante et principalement placée sous le contrôle du facteur 
HSF1. Ceci  suggère que ce gène puisse avoir  une fonction importante dans l’ovocyte de 










Figure 23. Analyse des transcrits Hsps25, 60, 70, 90, 105 stockés dans l’ovocyte en fin de 
croissance. A. Abondance relative au S16 (standard interne) de ces différents Hsps dans des 
ovocytes Hsf1+/+. B. Abondance relative des transcrits de ces différents gènes dans des 
ovocytes Hsf1+/+ (en gris) et Hsf1-/- (en noir). La valeur obtenue pour les ovocytes Hsf1+/+ a 




4.  Recherche de nouveaux gènes candidats 
 
a) Analyse de banques de données de microarray 
 
L’analyse comparée du transcriptome de fibroblastes embryonnaires de 
souris (MEFs) Hsf1+/+  et Hsf1-/- a permis de montrer que HSF1 est capable de 
réguler l’expression de nombreux gènes en conditions de stress thermique mais 
aussi en conditions physiologiques (Trinklein et al., 2004). Ces données suggèrent 
que dans l’ovocyte de souris, les Hsps puissent ne pas être les seuls gènes cibles de 
HSF1. C’est pourquoi, nous avons entrepris de rechercher de nouveaux gènes cibles 
dans l’ovocyte. Notre approche consistait à tirer profit de banques de données de 
microarrays réalisées à partir d’ovocytes de souris et d’embryons précoces et à les 
comparer à celles obtenues à partir de MEFs Hsf1+/+ et Hsf1-/-  (Hamatani et al., 
2004; Trinklein et al., 2004).  
Hamatani et ses collaborateurs ont organisé leurs données de microarray en 
différents groupes de gènes ou clusters montrant un profil d’expression bien 
spécifique de l’œuf non fécondé (U) au stade blastocyste (B) durant le 
développement précoce. Les groupes 5 et 8 reprennent les gènes qui sont activés 
lors de la ZGA (Fig. 24) tandis que les groupes 7 et 9 correspondent à des gènes 
maternels puisqu’ils s’expriment fortement dans l’ovocyte et sont ensuite réprimés 
au cours des premières étapes du développement embryonnaire. Il existe aussi des 
groupes intermédiaires dont l’expression est importante au stade ovocyte et qui sont 
ensuite réactivés à la ZGA (ex : groupe 1ou 3).  
 
 
Figure 24. Représentation graphique de la dynamique d’expression des différents groupes (clusters) 
de gènes pour les stades suivants : U : unfertilized, ovocyte non fécondé (MII) ; F : fertilized, zygote ; 
2 : 2-cell stage ; 4 : 4-cell stage, 8: 8-cell stage ; M: Morula ; B: blastocyst (Hamatani et al., 2004). 
 
Nous nous sommes donc plus intéressés aux 2 groupes de facteurs 
maternels : les groupes 7 et 9. S’y retrouvent des gènes tels que Hsf1 et d’autres 
gènes connus pour leurs rôles importants dans l’ovocyte et l’embryon précoce 
(Zar1, Zp1/2, Mos). Ces groupes 7 et 9 ont logiquement le plus de chance de 
contenir les gènes cibles candidats de HSF1 puisque leur profil d’expression 
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correspond à celui d’HSF1. Nous avons focalisé notre analyse sur les gènes connus 
et annotés figurant parmi les 1589 gènes contenus dans ces 2 groupes.  
Nous avons utilisé le site web développé par le groupe de Meyers mettant 
à disposition les données de transcriptome de MEFs Hsf1+/+ et Hsf1-/- (Trinklein et 
al., 2004) (http://microarray-pubs.stanford.edu/cgi-bin/HSF1/gx?n=MouseHeat&zx=10&zy=10&rx=2&ry=1). Nous 
avons recherché dans cette banque de données la présence des gènes des groupes 7 
et 9 et nous avons vérifié que l’expression de ces gènes dépendait de HSF1  dans les 
MEFs. Nous avons ainsi pu sélectionner 33 gènes (Fig.16) fortement exprimés dans 
l’ovocyte mature et régulés par HSF1. Parmi ces 33 gènes, certains sont activés, 
d’autres réprimés par HSF1. Cette régulation par HSF1 peut être directe ou 
indirecte. Nous avonsdonc cherché à identifier parmi ces gènes candidats, ceux qui 
pourraient être des gènes cibles directes en nous basant sur la présence de motifs 
HSE au niveau de leur promoteur.  Pour réaliser cette analyse,  nous avons mis en 
place une méthode bioinformatique de recherche des motifs  HSE. 
 
 
b) Recherche de motifs HSE dans le promoteur des gènes candidats 
 
Les motifs HSE sont de courtes séquences reconnues par le facteur HSF1 
qui s’y fixe de manière à contrôler l’expression du gène correspondant. Bien que les 
premières définitions de ce motif datent des années 80, des études successives ont 
cherché à affiner la séquence consensus d’un HSE. Nous avons donc utilisé des 
outils bioinformatiques et des données récentes pour analyser les régions 
régulatrices des gènes que nous avions sélectionnés.  
- Méthode 
Dans un premier, nous avons redéfini la matrice des séquences HSE. Pour 
cela, nous avons utilisé le serveur : Regulatory Sequence Analysis Tools (RSAT) 
(http://embnet.ccg.unam.mx/rsa-tools/). 
(i) Contruction d’une matrice d’alignement specifique aux HSEs des mammifères 
La recherche de courts motifs nucléiques peut être modélisée par des 
matrices position-poids ou d’alignement. Ces matrices décrivent le contenu 
informationnel d'un motif, position par position. Il s’agit de représenter, dans un 
tableau à deux dimensions, le nombre de fois que chaque résidu apparaît à chaque 
position. Chaque colonne représente une position et chaque rangée représente le 
nombre d’apparition d’un nucléotide (il existe aussi des matrices verticales où la 
disposition est inversée). Elles sont particulièrement utilisées pour représenter des 
sites de fixation de facteurs de transcription.  
Des banques de données telles que Jaspar ou Transfac (voir Annexe I)   
permettent d’accéder  librement à ces matrices de motif. La matrice de position-
poids de l’HSE qui y est répertoriée, est basée sur les travaux datant de 1994 
(Kroeger et Morimoto, 1994). Des travaux plus récents réalisés par Trinklein et ses 
collaborateurs ont permis de sélectionner des séquences de liaison d’HSF1 par 
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l’utilisation de la technique plus sensible de ChIP. Ces expériences ont permis de 
constituer une liste de 44 séquences de 164 à 280 nucléotides contenant un site de 
liaison pour HSF1 (Trinklein et al., 2004). Ces 44 séquences ont été analysées grâce 
au programme MEME (voir Annexe I) (Fig. 25). Il s’agit d’un outil bioinformatique 
programmé pour découvrir des motifs nucléotidiques communs à un groupe de 
séquences. MEME utilise des techniques statistiques pour choisir  la meilleure 
longueur, nombre d’apparition et propose une description de chacun des motifs.   
Trente sept sur les 44 séquences présentent un motif HSE de type 
nnTTCnnGAAnnTTCC (Fig. 25). La probabilité de présence de chacune des bases 
est représentée en concordance avec les résultats publiés (Trinklein et al., 2004).  
Parmi tous les motifs décrits par le programme, 10 séquences présentent un motif 








Nous avons ensuite utilisé les résultats édités par MEME pour créer une nouvelle 
matrice en utilisant le programme Consensus. 
(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/consensus.html 
Ce programme permet d’obtenir une matrice de poids-position ou d’alignement 
valide pour différents programmes bioinformatiques de prédiction de motifs cis 
régulateurs, tels que les  outils du site RSAT. RSAT (Regulatory Sequence Analysis 
Tools) est un paquetage qui comprend plusieurs programmes consacrés à l’analyse 
des séquences régulatrices. Il est accessible et utilisable via une interface web 
Figure 25. Schéma montrant les différentes 
étapes de préparation de la méthode 
d’identification des  motifs HSEs.  
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(http://rsat.scmbb.ulb.ac.be), ou en ligne de commandes gratuitement (Thomas-
Chollier et al., 2008). 
(ii) Etablissement d’un score seuil  
Avant de pouvoir utiliser la matrice HSE, un score seuil doit être défini  
afin de distinguer les faux-positifs dans l’ensemble des fragments prédits.  
Pour déterminer ce score seuil, nous avons soumis les 44 séquences au 
programme paster (RSAT). Les différents scores obtenus sont représentés dans le 
graphique de la figure 26. La moyenne des scores a été calculée, en excluant les 10 
% les plus faibles et les plus élevés. Cette moyenne est utilisée comme seuil score 
pour la recherche de motifs HSE dans le promoteur des gènes candidats. Tous les 
scores obtenus en dessous de ce seuil ont été considérés comme des faux positifs et 












Figure 26. Représentation graphique des scores des 44 séquences. Le score seuil a été défini en 
calculant la moyenne de tous les scores obtenus excluant les 10% plus faibles et les plus élevés. Les 




(iii) Recherche des régions régulatrices des gènes à analyser 
Les régions régulatrices des gènes à analyser ont été isolées à partir du 
serveur vista tool (Frazer et al., 2004) (Annexe I). Ces séquences ont été également 
vérifiées en utilisant d’autres serveurs tels qu’ECR Browser ou Mouse blat. Ces 
serveurs permettent d’avoir accès à toutes les séquences géniques et inter géniques 
du génome entier de la souris. Un code couleur permet d’identifier les exons, des 
séquences non traduites: les introns, les régions promotrices ou les séquences 3’ et 
5’ UTR qui encadrent le gène.  
La séquence correspondant aux 5 kb en amont du 1er exon de chacun des 
gènes candidats a été utilisée pour la recherche de motif  HSE. 
Séquences dont les scores ont été utilisés pour 





(iv)Vérification de la méthode de recherche des HSEs  
par l’analyse des promoteurs Hsps 
Comme décrit ci-dessus, nous avons utilisé les 5 kb en amont du 1er exon, 
des gènes Hsps analysés par RT-PCR en temps réel (Fig. 23) afin de tester la 
méthode de détection des motifs HSE que nous avions mise au point. A un score 
seuil fixé à 6.5, toutes les analyses de promoteur ont permis de découvrir des motifs 
HSE déjà connus pour certains gènes et de nouveaux motifs pour d’autres non 
caractérisés. Les résultats sont représentés en  Annexe II et III.   
Dans le cas du gène Hsp70.1 (Tableau 1),  les résultats obtenus ont permis 
de retrouver  les motifs décrits dans la littérature (motif I, II et III), correspondant 
au motif HSE 1, 2, 3, 4 (Christians et al., 1997). Grâce à cette méthode, nous avons 
identifié d’autres motifs qui pourraient constituer de véritables sites de liaison à 
l’ADN du facteur HSF1 (Motif IV, V, VI). Nous pouvons constater que les scores 
de ces nouveaux motifs (de 7.45 à 7.98)  se situent dans le même ordre de grandeur 
que ceux obtenus pour les motifs précédemment caractérisés (de 6.66 à 8.89). 
 









A la différence d’Hsp 70.1, Hsp90α est très fortement exprimé dans 
l’ovocyte en fin de croissance. Cette expression est sous le contrôle de HSF1. 
L’analyse du promoteur de Hsp90α a permis d’identifier un motif HSE dans les 
1Kb en amont du 1er exon (Fig. 27). Les scores obtenus pour ces motifs vont de 
9.33 à 13.21,  ce qui semble leur attribuer une valeur sûr de séquence consensus 
pour la liaison d’HSF1. Ces motifs avaient été précédemment caractérisés (Dale et 
al., 1997). 
 start end  sequence  score ln(P) 
Motif I 322  334  aaacTGCTGGAAGATTCctgg  8.89  -10.92 
Motif II 327  339  aatcTTCCAGCAGTTTCgcgt  8.60  -10.68 
Motif III 403  415  GAAacCTCTGGAGAGTTCtgga 6.66  -9.23 
Motif IV 547  559  tcagCTCCTGAAGGTGCtggg  7.45  -9.81 
Motif V  1320  1332 atctCACCGGAAAGTTCgcag  7.95  -10.19 





Figure 27. Schéma récapitulant la méthode d’obtention de la matrice et sa validation au 
travers de l’analyse de la région 5’ du gène Hsp90α. 
 
Hsp90β fait partie des gènes exprimés dans l’ovocyte et non régulés par 
HSF1. L’analyse du promoteur de ce gène a révélé la présence de plusieurs motifs 
HSE dans les 5 kb en amont du 1er exon. Deux des motifs identifiés sont situés dans 
les 1 kb en amont du 1er exon avec des scores au-dessus de 6.5 (8.68 et 8.25, 
Annexe II). D’une manière surprenante, ces deux motifs HSE prédits n’avaient 
jamais été identifiés auparavant. 
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Hsp60 est un gène faiblement exprimé dans l’ovocyte et non régulé par 
HSF1. Son cas est néanmoins intéressant. En effet, l’analyse de son promoteur 
dévoile la présence de deux motifs HSE dont la séquence est parfaitement identique 
à la séquence consensus référencée TTCnnGAAnnTTC. Ces deux motifs HSE sont 
toutefois localisés plus loin en amont du 1er exon  (entre 1 et 2 kb).  
Cette analyse montre que notre méthode d’identification des motifs HSEs 
fonctionne mais également qu’une analyse in vivo est indispensable pour confirmer 
une interaction HSF1-HSE.  
 
- Identification des motifs HSE dans le promoteur des 33 gènes candidats et sélection finale 
 
Une fois validée, cette méthode a été appliquée aux 33 gènes cibles 
candidats sélectionnés précédemment (Fig. 28 et Tableau II, p44). La séquence 
correspondant aux 5 kb en amont 1er exon de chacun des gènes candidats a été 
isolée. La recherche de motifs régulateurs de type HSE a été effectuée en utilisant le 
seuil score de 6.5. Dix-neuf  séquences présentent un ou plusieurs motifs HSE dans 
les 5kb en amont du 1er exon. Parmi ces séquences, 15 gènes ont des orthologues 
dans le génome humain qui présentent des motifs HSE. Les 15 gènes sont listés 






Figure 28. Schéma représentant la succession des étapes de sélection des gènes candidats. A partir 
des 1589 gènes, les gènes annotés des groupes 7 et 9 (Hamatani et al., 2004) ont été retenus en 
fonction de leur présence parmi les gènes susceptibles d’être régulés par HSF1. Les 33 gènes obtenus 
ont été analysés afin de mettre en évidence la présence de motifs HSE en 5’. Des 19 gènes ainsi 





c) Analyse de l’expression des gènes candidats  
 
-Analyse de l’expression relative des gènes candidats dans des ovocytes Hsf1+/+ 
Ces 15 gènes ayant été initialement identifiés à partir de microarrays, 
l’analyse de leurs expressions dans l’ovocyte doit être toujours complétée par des 
techniques plus fines de RTqPCR. Nous avons donc analysé le niveau d’expression 
de 8/15 gènes candidats dans des ovocytes sauvages. Dans cette liste, un seul gène 
avait été précédemment caractérisé dans l’ovocyte de souris : Spindlin (Oh et al., 
1997).  
La figure 29 montre les niveaux relatifs d’expression de Magoh, Spindlin, 
Ctps (Cytidine 5'-triphosphate synthase 2), Cdo (Cysteine dioxygenase 1, 
cytosolic), Rpl22 (Ribosomal protein L22), Prmt1 (Protein arginine N-
methyltransferase 1), Pdlim (PDZ et LIM domain 1 (elfin)), Bpgm (2,3-
bisphosphoglycerate mutase)  par rapport au standard interne le gène S16. Les 
gènes Magoh et Spindlin semblent être très fortement exprimés dans l’ovocyte de 
souris sauvage. Cdo1, Rpl22 et Bpgm semblent avoir des niveaux d’expression 

















































































Figure 29. Abondance relative de 8 gènes candidats dans des ovocytes Hsf1+/+ en fin de croissance : 
Magoh, Spindlin, Ctps, Cdo, Rpl22, Prmt1, Pdlim, Bpgm. 
 
- Analyse de l’expression de  gènes candidats dans des ovocytes Hsf1-/- versus Hsf1+/+ 
 
Afin de déterminer si ces gènes candidats sont réellement régulés par 
HSF1 dans l’ovocyte de souris, la comparaison du niveau d’expression de ces gènes 
entre des ovocytes Hsf1-/- versus Hsf1+/+ a été effectuée par RTqPCR en utilisant le 
S16 comme standard interne. Les résultats préliminaires sont illustrés dans la figure 
30. Parmi les huit gènes étudiés précédemment dans l’ovocyte sauvage, trois gènes : 
Magoh, Spindlin et Ctps ont été analysés sur trois échantillons différents composés 
d’ovocytes issus de deux souris Hsf1+/+ et Hsf1-/-. Ces trois gènes montrent une 
expression relative réduite dans des ovocytes Hsf1-/-. Ces résultats suggèrent que 
HSF1 régule l’expression de ces gènes dans l’ovocyte de souris. Pour les autres 
















Figure 30.  Comparaison de l’abondance des transcrits de huit gènes candidats entre des ovocytes 
Hsf1-/- et Hsf1+/+ (niveau de transcripts standardisés à1) : Magoh, Spindlin, Ctps, Cdo, Rpl22, Prmt1, 
Pdlim, Bpgm.  
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d) Analyse de la fixation d’HSF1 sur les motifs HSEs des gènes candidats. 
 
Afin de déterminer si, en conditions physiologiques, HSF1 est fixé sur les 
motifs HSEs précédemment identifiés, nous avons réalisé des expériences de ChIP. 
L’utilisation d’extraits de 1000 ovocytes isolés ne nous a pas permis de disposer de 
suffisamment de matériel pour réaliser ce type d’expérience. Etant donné que HSF1 
est exprimé de manière prédominante dans l’ovocyte en cours de croissance, nous 
avons donc réalisé les expériences de ChIP à partir d’extraits d’ovaires entiers (Fig 
.31). 
En ce qui concerne les Hsps, les résultats obtenus pour Hsp90α et β 
montrent que HSF1 est clairement fixé sur le promoteur du premier. Vu que le 
facteur HSF2 est présent dans l’ovaire mais difficilement détectable dans l’ovocyte, 
nous avons aussi testé son activité de liaison aux HSEs de ces deux gènes dans les 
extraits d’ovaires. HSF2 semble se lier au promoteur de Hsp90α mais également de 
Hsp90β. Ces données nous permettent d’envisager que l’expression des gènes 
Hsp90α et Hsp90β soient aussi sous le contrôle d’HSF2. L’anticorps non spécifique 
qui est un anti-Flag, est utilisé comme contrôle négatif et pour lequel nous n’avons 
observé aucune amplification.  
Nous avons réalisé les mêmes expériences pour analyser l’activité de 
liaison de gènes candidats : Prmt1 qui ne semble pas être sous le contrôle de HSF1 
et Spindlin dont l’expression est régulée par HSF1. HSF1 ne se fixe pas sur le 
promoteur de Prmt1 ce qui corrèle avec les résultats préliminaires obtenus par 
RTqPCR. En ce qui concerne Spindlin, les résultats ne nous permettent pas de 
conclure : une activité de liaison de HSF1 sur le promoteur de Spindlin a été 



















Figure 31. Expérience d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) avec des anticorps anti- HSF1 et 
HSF2 : signal d’amplification donnée par Hsp90α, Hsp90β, Spindlin et Prmt1. Un anticorps non 







5. Discussion et Perspectives 
 
a) Expression et régulation des Hsps dans l’ovocyte de souris 
L’analyse de transcrits de plusieurs gènes Hsps dans des ovocytes 
déficients en HSF1 a révélé que HSF1 régule différentiellement ces gènes dans 
l’ovocyte. Plusieurs cas ont été observés. Celui du gène inductible Hsp70.1 s’avère 
particulièrement intéressant. Ce gène a une expression très faible dans l’ovocyte de 
souris mais reste sous la dépendance de HSF1. Or, HSF1 est lui-même fortement 
exprimé dans l’ovocyte de souris du stade follicule primordial au stade de follicule 
tertiaire. Comment peut-on expliquer qu’ Hsp70.1, qui est un gène cible majeur du 
facteur HSF1 dans le contexte de la réponse au stress, ne soit pas plus fortement 
exprimé dans l’ovocyte? Il est intéressant de confronter ces données à celles qui ont 
été obtenues avec des souris transgéniques Hsp70.1Luc.  Ce transgène est fortement 
exprimé dans l’ovocyte de souris et sous la dépendance du facteur HSF1 (données 
non publiées). Cela démontre l’activation très efficace de ce promoteur par HSF1. 
L’ensemble de ces informations laisse penser que l’expression faible de Hsp70.1 
endogène serait due soit à l’existence d’éléments cis-régulateurs non inclus dans le 
transgène, soit à un effet de localisation particulière du gène endogène soit encore à 
l’absence de retro-contrôle dans le cas de l’expression du gène rapporteur 
luciférase. 
Parmi les Hsps, étudiés Hsp90α et Hsp90β sont les gènes les plus 
fortement exprimés dans l’ovocyte. Nous avons développé leur étude au niveau 
régulation et expression protéique. Lors des expériences de ChIP, la fixation 
d’HSF1 sur le promoteur Hsp90α a été obtenue et corrèle bien avec la dépendance 
de ce gène pour HSF1.  Le promoteur d’Hsp90β semble avoir été recruté plutôt par 
HSF2. Ceci est en accord avec le fait que ces expériences ont utilisé des extraits 
d’ovaires entiers et que nous avons localisé l’expression  d’Hsp90β essentiellement 
dans les cellules somatiques de l’ovaire (voir p50, manuscrit soumis) où se trouve 
probablement également le facteur HSF2. Pouvoir réaliser des expériences de ChIP 
sur ovocytes isolés permettrait de fournir une analyse plus spécifique des 
interactions entre les facteurs HSFs exprimés dans l’ovocyte  et des promoteurs.  
 
 
b) Existence de motifs HSE spécifique de l’ovocyte  
 
Notre méthode de recherche des motifs HSE s’est basée sur une matrice 
qui  a été construite à partir de séquences promotrices de gènes dont l’expression est 
induite par HSF1 après un choc thermique. Ce qui  nous amène à nous demander si 
cette matrice n’est pas susceptible d’introduire un biai en sélectionnant en priorité 
les motifs HSE liés par HSF1 en condition de stress. Ceci soulève la question de 
savoir s’il existe différents types de motifs HSE qui seraient liés par HSF1 soit en 
condition physiologique dans l’ovocyte de souris, par exemple soit en conditions de 
stress dans les cellules somatiques.  
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Pour répondre à cette question, il est nécessaire de pouvoir comparer 
l’utilisation de différents HSEs par HSF1 dans ces 2 conditions. Un premier 
élément vient de la démonstration que nous avons faite : certains Hsps font partie 
des gènes qui sont exprimés dans l’ovocyte de souris en conditions physiologiques 
et de ceux qui sont induits par HSF1 en condition de stress. Les mêmes HSEs 
pourraient donc être utilisés dans les 2 cas. Un second élément vient de données non 
publiées utilisant à nouveau le transgène Hsp70.1 Luc incluant des HSEs intacts I à 
IV (tableau I) normaux ou mutés. En conditions physiologiques, au stade 2-cellules, 
le transgène avec HSEs normaux est fortement exprimé au moment de la ZGA à 
l’image du gène endogène. Le transgène avec HSEs mutés est lui aussi fortement 
activé à la ZGA mais il ne répond pas au stress thermique appliqué à un embryon 
parvenu au stade blastocyste quelques jours plus tard (Christians et al., 1997). Cette 
observation semblerait indiquer une différence d’activation transcriptionnelle en 
conditions physiologiques et en conditions de stress. Il pourrait être suggéré que le 
promoteur Hsp70.1 avec les HSEs mutés maintienne son activité transcriptionnelle 
en condition physiologique grâce à d’autres motifs ou interactions avec d’autres 
facteurs de transcription.  
Les informations disponibles ne permettent pas de répondre à la question 
posée ci-dessus mais illustrent bien la complexité des interactions cis-trans (HSE-
HSF) analysées dans un contexte développemental : expression ovocytaire, 
expression zygotique et expression inductible dans le blastocyste.  
 
c) Nouveaux  gènes cibles d’HSF1 exprimés dans l’ovocyte de souris 
L’analyse comparée des transcriptomes des ovocytes Hsf1+/+ et Hsf1-/-  
permettrait de lister tous les gènes cibles candidats. Toutefois, ceci requiert une 
grande quantité de matériel, ce qui ne nous était pas accessible au début de nos 
travaux de thèse. Nous avons donc opté pour l’exploitation de données de 
transcriptome comparant l’expression du génome  d’une part dans des fibroblastes 
Hsf1+/+ et Hsf1-/- et d’autre part, à différents stades du développement. Grâce à 
notre analyse in silico, partant de 1589 gènes, nous avons identifié 15 gènes qui 
réunissaient les caractéristiques des meilleurs gènes cibles candidats de HSF1. Le 
promoteur de chacun des gènes candidats présente 1 à 5 motifs HSE dont le score 
varie de 6.49 à 12.51. Onze des 15 gènes présentent des motifs HSE dans les 1 kb 
en amont du premier exon.  
Dans cette analyse utilisant l’identification des HSEs comme un critère 
majeur, les gènes codant pour les Hsps ont été utilisés comme des contrôles positifs. 
Cette analyse pourrait être complétée par différents contrôles négatifs.  Nous 
pourrions utiliser les gènes dont l’expression ne varie pas en fonction du génotype 
des fibroblastes utilisés pour les microarrays.  Aussi, nous pourrions utiliser des 
séquences choisies au hasard dans le génome de la souris pour y rechercher des 
motifs HSE. Ainsi, nous pourrions calculer la probabilité d’identifier des motifs 
HSE dans le génome sans qu’ils aient nécessairement une signification biologique. 
Néanmoins, le meilleur contrôle reste l’analyse de l’expression des gènes candidats 




d) Expression, régulation et fonction des gènes cibles  
 
Parmi les 15 gènes candidats sélectionnés, les premières vérifications par 
RTqPCR, semble confirmer que Spindlin et Magoh sont 2 gènes cibles d’HSF1.  
Magoh est l’orthologue de Magoh Nashi chez la drosophile, un facteur 
maternel fortement exprimé dans l’ovocyte de drosophile et impliqué dans le traffic 
des ARN messagers (Micklem et al., 1997). Chez la souris, la fonction de ce gène 
n’a jamais été étudiée. Toutefois il est probable que Magoh joue un rôle important 
dans l’ovocyte vu  le grand nombre de facteurs maternels qui y sont stockés sous 
forme d’ARN messagers.  
Spindlin est mieux connu. Son expression est très fortement ovocyte 
spécifique. De plus, la caractérisation de sa localisation subcellulaire au cours de la 
maturation montre que SPINDLIN colocalise avec les fuseaux de métaphase I et II. 
Ces données suggèrent que cette protéine puisse avoir une fonction au cours de la 
maturation (étape qui précède la fécondation, voir introduction) (Oh et al., 1997).  
Comme très peu d’information est disponible pour la majorité de ces 
gènes candidats, il sera donc nécessaire de les caractériser plus en détail au niveau 
de leur profil d’expression au cours de l’ovogenèse et de déterminer les 
conséquences de la perte de leur fonction par knock-out, injection de SiRNA ou 


























II. ANALYSE DE LA FONCTION DU FACTEUR HSF1  
DURANT L’OVOGENESE ET LE DEVELOPPEMENT PRECOCE  
DE LA SOURIS 
 
Suite aux résultats obtenus concernant l’expression et la régulation des Hsps 
par HSF1 dans l’ovocyte de souris, nous nous sommes intéressés aux conséquences 
de la perte de fonction d’HSF1 et d’Hsp90α.  Hsp90α dont l’expression est 
dépendante de HSF1, est très fortement exprimé dans l’ovocyte en fin de 
croissance. Cette molécule chaperonne joue un rôle important dans la stabilité d’un 
grand nombre de protéines (régulateurs du cycle cellulaire) dont dépend la survie 
des cellules tumorales (Whitesell et Lindquist, 2005).  
Une partie des résultats que nous avons obtenus, a été mis en forme dans un 
manuscrit soumis auprès de Developmental Biology et est incluse dans cette 
section. Nous avons placé à sa suite des données complémentaires concernant 




1. Etude de la fonction d’HSF1 : le manque d’HSF1 dans l’ovocyte de 
souris perturbe sévèrement la maturation méiotique et révèle que Hsp90α  est un 




















Lack of HSF1 in murine oocytes severely disturbs meiotic maturation and 
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Oocytes deficient in HSF1 (heat shock transcription factor 1) are developmentally 
incompetent, likely because they are missing maternal factors controlled by this 
transcription factor. Here, we investigated whether mammalian oocytes required a 
particular set of heat shock proteins (Hsps) or chaperones, the best-known targets of 
HSF1 in somatic cells. We found that Hsp90α was the major HSF1-dependent 
chaperone in fully-grown oocytes. Because Hsf1-/- ovaries contain oocytes, which 
are morphologically normal but developmentally incapable, we searched to identify 
the first anomalies modifying their expected fate, starting with meiosis resumption. 
Hsf1 knock-out (creating Hsp90-depleted oocytes) as well as pharmacological 
inhibition of Hsp90 provoked GVBD (germinal vesicle breakdown, G2/M 
transition) delay, partial meiosis I block and defective asymmetric division,  which 
produced abnormally enlarged polar bodies. Our study revealed that altering Hsp90 
activity affects key meiotic kinases such as CDK1, MAPK providing a molecular 
explanation for the maturation defaults. Our data show that HSF1 exerts a critical 
role in meiosis progression and suggest that this happens mainly through Hsp90α. 
Finally, from the developmental point of view, we could conclude that Hsf1-/- 




Despite their small size, mammalian oocytes accumulate maternal factors 
(transcripts and proteins) during the growth phase of oogenesis, which are used later 
during development. (Pan et al., 2005; Rodman and Bachvarova, 1976; Song and 
Wessel, 2005). At the end of this growth phase, oocytes are still arrested in meiotic 
prophase I but they can restart meiosis upon hormonal signal or experimental 
isolation from their ovarian follicles (Brunet and Maro, 2005; Hampl and Eppig, 
1995; Mehlmann, 2005). At meiosis resumption, oocytes are transcriptionally silent 
and have to rely on stored maternal factors to achieve meiotic events (chromosome 
condensation, asymmetric division with polar body extrusion (PBE) and arrest in 
metaphase II), fertilization and the first steps of embryonic development. The 
successful accomplishment of these processes defines the developmental 
competence of the oocytes (Coticchio et al., 2004; Duranthon and Renard, 2001; 
Pan et al., 2005). Although a growing number of maternal factors has been 
identified, we are far from a complete understanding of their respective 
contributions to ensure oocyte competence (Naz and Rajesh, 2005; Roy and 
Matzuk, 2006). 
HSF1, the major heat shock transcription factor, is highly expressed in 
oocytes and the knock-out of Hsf1 exhibits severe maternal effects. After successful 
oocyte ovulation and mating, Hsf1-/- females were found unable to generate viable 
embryos (Christians et al., 2000; Christians et al., 1997; Xiao et al., 1999). 
Nevertheless, those appealing findings did not directly provide evidence for the 
molecular mechanisms affected by the loss of HSF1 function.  In fact, HSF1 was 
best known as the regulator of the heat shock or stress response which is 
characterized by the inducible expression of genes encoding heat shock proteins 
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(Hsps) (Christians et al., 2002; Voellmy, 2004). Those Hsps are required for the 
proper folding and the activity of numerous proteins. More recently, it was shown 
that, in some circumstances, HSF1 could also control Hsp expression in absence of 
visible stress (DeFillipo et al., 2004; Takaki et al., 2007) .  
Thus, we wondered whether mammalian oocytes required a particular set of 
Hsps or chaperones and whether this could contribute to explain the Hsf1 knock-out 
phenotype of female infertility. Members of the different Hsp families - classified 
according to their molecular weight - were separately investigated in rodent 
oocytes: Hsp25 (Kim et al., 2002),  Hsp60 (Paranko et al., 1996), the major 
inducible Hsp70 genes, Hsp70.1 and Hsp70.3 (Christians et al., 1997; Fiorenza et 
al., 2004), the two cytoplasmic isoforms of Hsp90, Hsp90α and Hsp90β 
(Vanmuylder et al., 2002) and more recently, Hsp105 (Vitale et al., 2007). Despite 
this series of publications, there was no comprehensive picture of the oocyte 
specific Hsp ‘’chaperome’’. Furthermore, the limited number of Hsp gene targeting 
(Hsp25, Hsp70.1-Hsp70.3, Hsp90β) has not yet provided information about the 
functional importance of Hsp in oocytes (Huang et al., 2007; Huang et al., 2001; 
Voss et al., 2000).  
Here, we show that Hsp90α is the predominant HSF1-dependent chaperone in 
fully-grown oocytes. To determine the consequences of Hsp90 loss-of-function, we 
compared Hsp90 deficiency achieved genetically by the knock-out of Hsf1 and 
Hsp90 inhibition obtained pharmacologically by the 17AAG (17-(Allylamino)-17-
demethoxygeldanamycin), a highly specific Hsp90 drug used in cancer therapy. 
This drug interacts and blocks the ATP binding site at the catalytic site of the Hsp90 
N-terminal domain, preventing proper interactions between Hsp90 with its so-called 
client proteins. Consequently, Hsp90 client proteins are less active and faster 
degraded (Sharp and Workman, 2006; Whitesell and Lindquist, 2005).  We found 
that both Hsp90-depleted (Hsf1-/-) and Hsp90-inhibited (17AAG-treated Hsf1+/+) 
oocytes suffered from a series of similar anomalies, which impaired meiosis 
resumption, progression and completion. This suggested that Hsp90 deficit 
significantly contributed to the maturation defaults seen in Hsf1-/-oocytes. Together 
our data led us to conclude that the maternal effects of Hsf1 knock-out were mainly 
meiotic.  
 
Materials and Methods 
 
Mice 
  Hsf1+/+ and Hsf1-/- mice, a gift from Dr IJ Benjamin (Salt Lake City, Utah) 
were described elsewhere (McMillan et al., 1998). They were maintained in a 
mixed genetic background. Protocols for animal breeding and experiments were 
approved by the Departmental Veterinary Office (Haute-Garonne) according to 
French legislation. 
Oocytes collection and culture  
  Hsf1+/+ and Hsf1-/-  oocytes were collected cultured according to previously 
described procedure (Van Cauwenberge and Alexandre, 2000).  Medium (M2, 
M16, Sigma) was supplemented as indicated with IBMX (45 µg/ml, 1000x in 
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DMSO, Sigma), 17AAG (1.78 µM, stock solution 1000x in DMSO, Sigma) (de 
Carcer, 2004), cycloheximide (20µgr/ml,  stock 2000x in ethanol).  
Real-time Reverse transcription PCR analysis (RTqPCR)  
Oocyte samples stored at –80°C (20 oocytes) were thawed and mixed with 
up to 2 µl lysis buffer (0.8% Igepal, (Sigma), 1 U/µl RNAsin, 5 mM DTT). Prior to 
reverse transcription, samples were heated at 75°C for 5 min and transferred 
immediately to ice. DNAse treatment was performed by adding 3 µl of DNA lysis 
buffer (2.5 mM MgCl2, 5X Buffer (Invitrogen), 30U DNase I – RNAse free (Roche) 
to the sample followed by 1 h incubation at 25°C and 5 min at 70°C. The reverse 
transcription reaction was carried out according to manufacturer’s instructions. The 
samples were subjected to oligonucleotide (dT)-primed first-strand cDNA synthesis 
in a final volume of 20 µl using the SuperScriptII reverse transcriptase kit 
(Invitrogen). cDNA synthesis was performed at 42°C during 1.5 h. The qPCR 
reaction was performed on an iCycler device (Bio-Rad) using Platinum SYBR 
Green qPCR Super-Mix-UDG (Invitrogen) according to manufacturer’s 
instructions. Primer sequences are listed in Table S1. Each reaction was performed 
in triplicate with cDNA amount corresponding to a single oocyte. Ribosomal 
protein S16 (S16) cDNA was used as an internal control to normalize the data 
which were analyzed with the 2-CT method (Livak and Schmittgen, 2001). 
Chromatin Immunoprecipitation (CHIP) experiments 
The ChIP protocol was modified from Chang et al. (2006) (Chang et al., 
2006). Five ovaries were lysed in 3 ml lysis buffer. Antibodies and primer 
sequences are listed in Table S1 and S2.  
Gel electrophoresis and Western blot analysis.   
Fully-grown oocytes stored at –80°C were thawed and supplemented with 
sample buffer (Laemmli, 1970), heated to 100°C for 5 min and total protein extracts 
were then subjected to 1-D SDS-PAGE followed by transfer onto nitrocellulose 
membranes. Blots were incubated in blocking buffer (TBS containing 1% Tween-
20 (TBS-T) and 5% milk) overnight at 4°C and then incubated with the primary 
antibody in TBS containing 2% to 3% milk, 0.2% Tween-20) during 2 h at room 
temperature. Antibodies are listed in Table S2. The membranes were washed three 
times in TBS-T and then incubated in TBS-T/2% milk added with adequate HRP-
conjugated secondary antibody. After several washes, membranes were developed 
with an enhanced chemiluminescence method (SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Subsrate, Pierce). 
 
 
Immunostaining of oocytes and ovary sections  
 Mouse oocytes were immunostained following the procedure described 
elsewhere (Van Cauwenberge and Alexandre, 2000) and analyzed with a Leica TCS 
SP-5 spectral confocal.  
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For immunhistochemistry, mouse ovaries were fixed with Bouin and 
histological preparations were performed according to classical procedure (Plateau 
technique d'histopathologie expérimentale de l'IFR30, Plateforme d'exploration 
fonctionnelle/Génopole Toulouse Midi-Pyrénées). Paraffin-embedded sections (8 
µm thick) were dewaxed in Microclearing (Microm Microtech, Francheville, 
France) and hydrated through a graded series of decreasing concentrations of 
alcohol. Sections were permeabilized in 0.3% triton PBS and blocked in 1% BSA in 
PBS. The slides were then incubated overnight at 4°C in primary antibodies: 
Hsp90α and β (rabbit polyclonal, Affinity Bioreagent-ABR, 1:200). Washed 
sections were exposed to 0.3% H2O2 in methanol for 30 min, rinsed and placed (30 
min, room temperature) in a solution containing appropriate secondary antibodies 
(anti-rabbit horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies, 
Promega Madison U.S.A., 1:200). Bound antibodies were visualized using 1 mg/ml 
3,3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB, Sigma chemical Co, St Louis, 
Missouri, U.S.A.) to which 0.03% H2O2 was added. Sections were dehydrated 
through a series of graded alcohols and Microclearing and mounted with Vitro-Clud 
(Microm Microtech, Francheville, France). 
Imaging analysis 
A confocal microscope (Leica Microsystems Heidelberg GmbH, 
Microscope confocal Leica SP5 was used for the monitoring of spindles and 
chromosomes in the immunolocalization experiments. A HCX PL APO 40.0x /1.25 
NA oil immersion lens was used at room temperature. For FITC, Argon laser was 
used with 488-nm laser line and emission between 500 to 600-nm spectral range 
detection. The 543-nm laser line of a helium-neon laser provided excitation of 
Alexa Fluor 546 and fluorescence was collected using a 555 to 631-nm spectral 
range detection. For imaging TO-PRO-3, confocal images were obtained by 
exciting with the 633-nm laser line of a HeNe Laser, and emission was collected 
through a 650 to 750-nm spectral range detection. For all confocal imaging 
experiments, a pinhole of 1 Airy U was used. 
 
Results 
Maternal stock of Hsps is differentially affected in Hsf1-/- fully-grown oocytes  
We examined mRNA levels for the major members of several Hsp families 
(Hsp25, Hsp60, Hsp70.1, Hsp70.3, Hsp90α, Hsp90β, Hsp105) in fully-grown 
oocytes using reverse transcription followed by real-time PCR (RT-qPCR). Those 
experiments revealed that Hsp90α  and then Hsp90β provided the most abundant 
Hsp transcripts, whereas Hsp25, Hsp60 and Hsp70.1 or Hsp70.3 mRNAs were 
hardly detectable (Fig. 1A).  
Western blots showed that Hsp90αprotein was significantly more abundant 
than Hsp90β  in oocytes (Fig. 1B, left panels). Total protein extract from 40 oocytes 
was sufficient to detect Hsp90αprotein while Hsp90β signal remained barely visible 
even with an extract made of 100 oocytes (data not shown). When we carried out 
similar experiments with ovary extracts, we obtained clear signals for both Hsp90α 
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and Hsp90β  isoforms (Fig. 1B, right panels). Hsp90 immunostaining confirmed this 
different localization of Hsp90αwhich was mainly found in oocyte cytoplasm while 
Hsp90β was concentrated in granulosa cells (Fig. 1C). Thus, in contrast to many 
different cell types, murine oocytes appeared to be loaded with large amount of 
Hsp90α but not β. 
Regarding the consequences of HSF1 loss-of-function on the expression of 
Hsps in the oocytes, we found that the levels of Hsp60 or Hsp90β  transcripts were 
not affected in contrast to those of Hsp25 and especially Hsp90α, which were 
significantly reduced (Fig. 1D). Consequently, Hsf1+/+ oocytes contained lower 
stock of  Hsp90α protein (Fig. 1E). Because of the high level of Hsp90α transcripts 
deposited in Hsf1+/+ oocytes and its dramatic reduction in Hsf1-/- oocytes, we 
concluded that HSF1 deficiency had the most severe impact on Hsp90α gene. 
Finally, to determine whether HSF1 was the direct transcriptional regulator 
of Hsp90α gene, we undertook ChIP experiments using total ovary extracts to get 
as much material as possible since HSF1 is found at all stages of ovarian oogenesis 
(Fig. S1).  As shown in Fig. 1F, HSF1 bound the promoter of Hsp90α but not the 
regulatory region of Oct4, which is another gene highly active in oocytes. 
All together, these different experimental approaches demonstrated that 
Hsp90α was a major maternal chaperone specifically stored in high amount and 
directly regulated by HSF1 in mouse oocytes.  
Disturbed meiotic progression in Hsf1-/- oocytes  
From the developmental point of view, fully-grown oocytes are programmed to 
resume meiosis and reach the metaphase II (MII) before fertilization. Knowing that 
Hsf1-/- oocytes had stored fewer chaperones and contained, in particular, 
significantly low level of Hsp90α; we wondered whether this could have some 
consequences on those developmental steps. In addition, to determine the 
importance of Hsp90 activity, we compared Hsf1-/- oocytes with wild-type ones 
treated or not, with 17AAG, a specific inhibitor of Hsp90 (Whitesell and Lindquist, 
2005). Since 17AAG inhibitory action takes several hours to be efficiently achieved 
as shown before in cancer cells (de Carcer, 2004), we used different protocols 
described in Fig. 2A.  
Although most Hsf1-/- oocytes underwent germinal vesicle breakdown 
(GVBD), they exhibited a significant meiotic block and only 16.5 % accomplished 
the first meiotic division to reach MII (Fig. 2B).  Meiosis in oocytes, which were 
preincubated with 17AAG, was partially arrested either at the GV stage (50.1 ± 
1.5%, p < 0.005), or after the GVBD (39.6 ± 5.8%, p = 0.07) (Fig. 2C). In contrast, 
inhibition of Hsp90 activity during maturation did not change the percentage of 
oocytes completing meiosis I in vitro (M16 + 17AAG: 71.6 % versus M16: 73.4 %) 
(Fig. 2D).   These results demonstrated the reduced capacity of Hsf1-/- and Hsp90-
inhibited oocytes to successfully achieve meiosis and prompted us to identify the 
deficient mechanisms affecting the major steps of maturation: GVBD or G2/M 
transition, meiosis progression after GVBD and cytokinesis-MII. 
Timing of meiotic resumption is under HSF1-Hsp90 control  
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G2/M transition, which depends on a complex network of kinases and 
phosphatases, occurs spontaneously and rapidly after oocyte isolation from ovarian 
follicles. Using time-lapse video microscopy, we noticed that GVBD, the hallmark 
of meiosis resumption was completed by 50 % of Hsf1+/+ oocytes within 37 min 
(minutes) while 100 min were required in the case of Hsf1-/- oocytes (Fig. 3A, Table 
S3). Overall the mean time for GVBD was 69,5 ± 8.65 min for Hsf1+/+ oocytes and 
285±26 min for Hsf1-/- oocytes (Table S3).  
If this delay was linked to the reduced amount of Hsp90 in Hsf1-/- oocytes, 
we similar effect should exist with oocytes exposed to the Hsp90 inhibitor. As 
expected, about 50 % of the 17AAG- treated oocytes had resumed meiosis after 6 h 
in comparison to 100 % of untreated group (Fig. 3A). Furthermore, when we treated 
Hsf1-/- oocytes with 17AAG, this increased the delay for GVBD to the same extent 
as in wild-type animal indicating that absence of HSF1 did not modify the effect of 
Hsp90 inhibition.  
Next, we searched for the molecular mechanisms, which could explain why 
GVBD was delayed in HSF1 deficient and Hsp90-inhibited oocytes. Hsp90 is 
known to function in human somatic cells by interacting with numerous client 
proteins, which include cell cycle kinases such as PLK1, AKT and CDK1 (Han and 
Conti, 2006; Pahlavan et al., 2000; Sharp and Workman, 2006). Functional 
interplay between these three kinases is essential to trigger meiosis resumption. 
PLK1 and AKT act upstream to CDK1 by either inhibiting WEE1 or allowing 
CDC25B activity to subsequently induce active CyclinB-CDK1/Maturation 
Promoting Factor (MPF) and G2/M transition (Fig. 3B) (Han and Conti, 2006).  
Since deficient interactions between Hsp90 and its client proteins provoke an 
increased client degradation, we postulated that Hsp90-depleted and -inhibited 
oocytes should exhibit reduced level of those kinases. Using Western blot, we 
observed that PLK1 and CDK1 levels were clearly reduced while the amount of 
AKT was unchanged (Fig. 3C).   
To further demonstrate that Hsp90 activity was important to prevent client 
degradation, we determined the stability of PLK1 and CDK1 in oocytes cultured as 
before with 17AAG (or not) and maintained under translation inhibition by 
cycloheximide (CHX) during 6 and 12 h in culture. By comparing the amounts of 
CDK1 and PLK1 at these two time points, we observed that CDK1 level was 
markedly reduced from 6 to 12 h culture (Fig. 3D) but we could not see any change 
for PLK1 (data not shown).   
Taken all together, these data suggested that the GVBD delay observed in both 
Hsp90-depleted or Hsp90-inhibited oocytes could be explained by the fact that 
starting with destabilized CDK1, they would take more time to accrue the required 
amount of CDK1-cyclinB complex and reach the required MPF threshold to initiate 
the G2/M transition.  
Meiotic arrest with abnormal spindle formation in HSF1 deficient oocytes 
Once oocytes have undergone GVBD, they proceed through the pro-metaphase-
metaphase I stages during which the microtubular spindle is assembled. Meiosis 
cannot progress further in absence of a properly built spindle. Therefore, to 
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determine whether Hsf1-/- oocytes were arrested after GVBD (54.6 %) because of 
spindle anomalies, we immunostained those oocytes for tubulin and characterized 
the morphology of their spindle. Wild-type oocytes exhibited a well-shaped bipolar 
spindle after 10 h culture and extruded the 1st polar body within 12 h. In contrast we 
found two main phenotypes in Hsf1-/- oocytes, which were analyzed at 14 h after 
IBMX release to take into account their GVBD delay. Regarding the first phenotype 
(Fig. 4A, II, n=12/22, Fig. S2), the spindle was still multipolar, forming a ball of 
microtubules with peripherical chromosomes. Such morphology is normally 
observed within two hours after GVBD (Schuh and Ellenberg, 2007). Oocytes 
exhibiting the second phenotype had built bipolar spindles (Fig. 4A, III, n=10/22; 
Fig. S2), which nevertheless, remained shorter and exhibited a reduced 
microtubular density (Fig. 4C-D).  
 As shown above, preincubation of immature oocytes in 17AAG prevented 
normal maturation progression of those oocytes once cultured in IBMX-free 
medium with a trend for post GVBD block. Although those oocytes were 
significantly delayed from GVBD, we found that most of the maturing oocytes 
contained a bipolar MI spindle (Fig. 4D, III, n=8/11). In the control group (Hsf1+/+), 
most of the oocytes were at MII and had extruded the 1st polar body at the same 
time point (data not shown) while less than 30 % (5/16) were still at MI (Fig. 4D, I).  
Defective asymmetric division with high frequency of large polar bodies characterizes 
reduced Hsp90 activity  
In mouse oocytes, the first meiotic division is highly asymmetric producing small 
polar bodies and secondary oocytes, which kept most of the cytoplasm volume. In 
contrast to this expected situation, a noticeable proportion of oocytes deficient in 
HSF1 or in Hsp90 activity produced large polar bodies (28 % and 77 % for Hsf1-/- 
and Hsp90-inhibited oocytes, respectively; versus only 4.5 % for Hsf1+/+ oocytes) 
or even exhibited symmetric division (Fig. 5A-B).  
  Meiotic cytokinesis is normally prevented until the spindle has migrated 
from the center to the cortex. A simple mechanism to explain the formation of large 
polar bodies is that the cytokinesis is dysregulated and occurs too early before the 
spindle has normally reached the periphery. This was observed, for example, in 
oocytes deficient in MAD2, an important regulator of the spindle assembly 
checkpoint (Homer et al., 2005). To determine if Hsf1-/- and 17AAG-treated oocytes 
were affected by such defaults, we measured the time elapsed between GVBD and 
PBE. Because PBE was not accelerated but even delayed (Table S3), this indicated 
that the migration of the bipolar spindle was perturbed in Hsf1-/- and 17AAG-treated 
oocytes but was not outstripped by a premature cytokinesis. This was confirmed by 
the significant lower frequency of spindles located near the cortex in the maturing 
oocytes (Fig. 5C).  
Reduced activity of the MAP kinase pathway in maturing Hsf1-/- oocytes  
At the molecular level, the MAP kinase (MAPK) pathway (MosÆMEKÆERK 1/2) 
was shown to regulate the asymmetry of the first meiotic division. For example, 
genetic inactivation of Mos or MEK1 depletion in mouse oocytes significantly 
increased the frequency of large polar body extrusion (Choi et al., 1996; Yu et al., 
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2007). Therefore we wanted to test the hypothesis of a reduced MAPK activity to 
explain the higher incidence of large polar body in oocytes lacking HSF1 and full 
activity of Hsp90. MAPK activity was followed by immunodetection of the 
phosphorylated form of ERK, the downstream target of MEK1. Based on the 
litterature, MAPK activity increases rapidly from 1 to 3 h post GVBD and then 
remains stable until the end of maturation.  Therefore taking into account that Hsf1-
/- oocytes exhibited variable delays and block in meiosis progression whereas 
17AAG-treated oocytes were able to reach the MII stage, we decided to adapt our 
experimental approach to examine the level of ERK-P (SI methods and Fig. S3). 
Fig.5 shows that the relative amount of ERK-P determined by immunostaining was 
lower in both Hsf1-/- and 17AAG-treated oocytes. Taken together, our 
morphological and molecular data indicated that the Hsp90 activity was required to 
achieve normal – e.a. asymmetric - oocyte meiosis I and suggested that this could 
be through the regulation of the MAP kinase pathway.  
 
Discussion 
This paper provides new insights about the cellular and molecular mechanisms 
requiring maternal HSF1 during the late developmental steps of ovarian fully-
grown oocytes.  
Our data showed that even in absence of any stress, fully grown oocytes are 
characterized by large amount of Hsp mRNAs, in particular provided by Hsp90α 
gene under the control of HSF1. In contrast to somatic cells where both Hsp90 α 
and β were downregulated in absence of HSF1 (Trinklein et al., 2004), only 
Hsp90α was strictly dependent on HSF1 in oocytes. Thus HSF1, albeit ubiquitously 
expressed, exerts its function as a gene-specific transcriptional regulator in a cell-
type and tissue-dependent manner.  
Both Hsp90-depleted oocytes due to HSF1 deficiency and Hsp90-inhibited 
oocytes exhibited severe and multiple defects in meiosis progression and 
completion strongly suggesting that Hsp90α is one of the vital products that are not 
deposited in the oocytes because of Hsf1 knock-out (see the definition of the 
maternal effect mutation proposed in (Schupbach and Wieschaus, 1989)). To 
further demonstrate the link between HSF1 maternal effect and Hsp90α, it would be 
interesting to know whether Hsp90α loss-of function by gene targeting or by 
SiRNA phenocopies Hsf1 mutation or whether Hsp90α supplementation could 
rescue HSF1 deficient oocytes. However it is worth mentioning that on one hand,  
there is no report on the effects of Hsp90α knock-out and SiRNA Hsp90 depletion 
would be difficult to be achieved due to the expected stability of the huge maternal 
stock of hsp90α; on the other hand, supplementation would be at risk to be 
deleterious by itself because overexpression of Hsp90 is detrimental to the cell 
cycle.  
Interestingly, the meiotic syndrome we observed in Hsp90-depleted or 
Hsp90-inhibited oocytes (delayed meiosis resumption, partial GVBD block and 
defective asymmetric division) was never reported before. At the molecular level, 
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we identified several kinases whose activity was hampered by a low level of Hsp90 
function. Regarding the G2/M transition and the amount of MPF compounds, 
CDK1 which was reported to be a critical limiting factor, sevenfold less abundant 
than CyclinB, its MPF partner (Kanatsu-Shinohara et al., 2000) was significantly 
diminished Hsf1-/- oocytes. Although HSF1 deficiency was never shown to modify 
the somatic cell cycle (Dai et al., 2007; Luft et al., 2001), Hsp90 inhibition induced 
G2/M cell cycle arrest in several cancer cell lines where it provoked the reduction 
or downregulation of CDK1 (Nomura et al., 2007). Our observation made with 
oocytes was in agreement with such studies. HSF1 and Hsp90 chaperone appeared 
to act differently with regards to the three kinases investigated in our experiements: 
from no visible modification (AKT) to moderate (PLK1) and significant effect 
(CDK1). While this is not yet fully understood, interactions between Hsp90 and its 
clients most probably depend on the composition of multichaperone complexes 
which associate Hsp90 and various co-chaperones (e.g. p23, AHA1, cdc37) (Sharp 
and Workman, 2006). Therefore, it could be proposed that Hsp90α is involved in 
oocyte-specific complexes and those delineate Hsp90 chaperone activity during 
maturation.  
From the evolutionary point of view, Hsp90 was previously shown to play a 
role in the meiotic maturation of C. elegans and X. laevis oocytes but no link was 
made with HSF1 in those studies (Fisher et al., 2000; Inoue et al., 2006). 
Furthermore, Hsp90 activity differently modulated meiosis regulation in these 
organisms (Fisher et al., 2000; Inoue et al., 2006). The nematode C. elegans uses 
Daf-21/Hsp90 homolog to ensure the normal function of Wee (WEE-1.3), which is 
responsible for diakinesis arrest so that siRNA-mediated Daf-21 loss-of-function 
leads to aberrant cell cycle progression and endomitotic oocytes (Inoue et al., 2006). 
In lower vertebrates, such as X. laevis, Hsp90 is instrumental to activate the Mos 
kinase that is essential to induce oocyte maturation in amphibians but not in 
mammals (Fisher et al., 2000). Taken together these data with our results indicated 
that the importance of Hsp90 for oocyte maturation is conserved through evolution, 
but the key Hsp90 clients appear to be different according to species and species-
related regulation of oocyte maturation. 
Following a significant GVBD delay, HSF1 deficient oocytes exhibited a 
severe retardation in the assembly of the spindle, which was not fully recapitulated 
in oocytes treated with 17AAG. The very typical spindle morphology (microtubular 
ball) was reminiscent of those obtained in oocytes treated with monastrol, an 
inhibitor of the kinesin, Eg5 (Schuh and Ellenberg, 2007) or with dsRNA against 
cdc6 (Anger et al., 2005). But this was not a general feature for oocytes which were 
either genetically (LT/Sv, Mlh1) or pharmacologically blocked after GVBD 
(Albertini and Eppig, 1995; Woods et al., 1999). It would be interesting to further 
explore interactions between the spindle and Hsp90 or other potential target genes 
of HSF1, Our preliminary data indicated that Hsp90α was located on the 
microtubules forming the spindle and was not visibly displaced in presence of 
17AAG. This led us to deduce that additional Hsp90 partners/clients need to be 
identified to better understand the faulty dynamics of the spindle as observed in our 
experiments (data not shown). 
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 The last but significant default was an abnormal meiotic cytokinesis with the 
production of oversized polar bodies. How the asymmetric division is regulated 
during oocyte meiosis is far from being fully understood. So defaults in this process 
represent true opportunities to identify critical mechanisms and regulators. 
Comparable abnormal meiotic cytokinesis was reported in several circumstances 
such as heat shock or brefeldin treatment, MAD2 depletion and deficiency in 
MAPkinase pathway (Choi et al., 1996; Homer et al., 2005; Wang et al., 2008).  We 
already mentioned that MAD2 and spindle assembly checkpoint did not seem to be 
directly involved because we did not observe any acceleration of the cytokinesis as 
expected following their dysregulation.  In contrast, we demonstrated that the 
activity of the MAPK pathway was reduced and this likely explained by the fact 
that Mos, MEK or ERK are Hsp90 clients.  
Conclusion: Hsf1 knock-out is a mutation with pleiotropic effects on meiotic 
maturation 
Hsf1 knock-out was previously reported to be a maternal effect mutation, which 
prevented early embryonic development. Here, we followed the definition of such 
mutation implying a deficit in vital maternal factors deposited in the oocytes and we 
identified Hsp90 as one of them. Strikingly, we discovered a series of meiotic 
anomalies leading to a dramatically low number of Hsf1-/- oocytes at the expected 
MII stage, which is required for normal fertilization. Thus, this paper provides a 
likely but unforeseen explanation for the reproductive failure affecting the majority 
of Hsf1-/- oocytes. It remains to identify the mechanisms that hamper the 
developmental process of those few MII Hsf1-/- oocytes and that are responsible for 
the complete infertility of Hsf1-/- females. 
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Figure 1. Characterization of Hsp expression in fully-grown oocytes. (A) Relative level of 
Hsp to S16 transcripts was measured by RT-qPCR in wild-type oocytes. Two different y-
scales were used to easily distinguish lower from higher Hsp expressors. (B) Level of 
Hsp90α and Hsp90β proteins analyzed by Western blot prepared with total extracts from 
ovary (30μg) or oocytes (n=40) as indicated. Membranes were reprobed with anti-tubulin 
antibodies as loading control. (C) Localization of Hsp90α and β protein by immunostaining 
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of histological sections from adult mouse ovary (Hsf1+/+ female). Arrowhead: GV or oocyte 
nucleus.  (D) Relative level of Hsp to S16 transcripts was measured by RT-qPCR in Hsf1+/+ 
(grey bars) and Hsf1-/- (black bars) oocytes. The relative level in wild-type oocytes was 
normalized to 1. (D) Western blot of Hsf1+/+ and Hsf1-/- oocyte extracts probed for 
Hsp90α protein and tubulin as loading control (number of oocytes per lane =35). (D) 
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) showed that HSF1 binds Hsp90α but not Oct4 
promoter in Hsf1+/+ ovary.  Non specific antibody (NS) was used as a negative control and 
acetylated histone 4 antibody (AcH4) was used as an indicator of transcriptionally active 
promoters.  
 
Figure 2. Meiotic maturation in Hsp90-depleted (Hsf1-/-) and Hsp90-inhibited (17AAG-
treated) oocytes. (A) Schematic representation for experimental protocols. Oocytes were 
collected in M2+IBMX to prevent meiosis resumption. After IBMX release, oocytes were 
cultured in M16 until meiosis completion (upper row). To test the effect of  Hsp90 inhibition 
starting from meiosis resumption, oocytes were preincubated during 12 h in 17AAG in 
presence of IBMX and then further cultured in IBMX-free medium (middle row). In absence 
of preincubation, the inhibitor was added to the IBMX-free medium used to follow 
maturation (lower row).  (B-D) Maturation stages (GV: germinal vesicle; GVBD: germinal 
vesicle breakdown; MII: metaphase II with polar body) were scored after 12 to 16 h culture 
in IBMX-free medium. Graphs present the data obtained for Hsf1+/+ and Hsf1-/- oocytes (B); 
for DMSO and 17AAG-treated oocytes with (C) or without (D) preincubation with 17AAG.  
Number of oocytes are as indicated (n). Means ± SEMs calculated from at least 3 
independent experiments. ** p<0.01. *** p<0.001. 
 
Figure 3. Timing and regulators of G2/M transition are affected by HSF1 deficiency and 
Hsp90 inhibition.  (A) The percentage of GVBD obtained during the first 6 h of culture after 
IBMX release is plotted for Hsf1+/+ and Hsf1-/- oocytes treated or not with 17AAG. Numbers 
of analyzed oocytes (n) are indicated. (B) Model for the regulation of G2/M transition or 
meiosis resumption adapted from (Han and Conti, 2006). See text for details. (C) Left panels 
present immunoblots prepared with Hsf1+/+ or Hsf1-/- oocyte extract (n=80 per lane). Right 
panels show immunoblots prepared with oocyte extract (n=100 per lane) obtained after 12 h 
incubation in medium supplemented with IBMX and DMSO or 17AAG. Membranes were 
probed with PLK1, CDK1, AKT antibodies as indicated and reprobed with anti-tubulin α as 
loading control. (D) Histograms represent the relative level of CDK1 in oocytes cultured in 
presence of DMSO or 17AAG and treated with cycloheximide during 6 h (grey bars) or 12 h 
(black bars). CDK1 level evaluated at 6 h of culture was normalized to 1. Error bars 
correspond to SEM.  
 
Figure 4. Spindle morphology in GVBD oocytes. (A) Representative picture and percentage 
of the corresponding morphology are shown for Hsf1+/+and Hsf1-/-oocytes. Due to different 
maturation timings among control and experimental groups, immunostaining was performed 
at 10 h after IBMX release for Hsf1+/+ oocytes in order to analyze the oocytes before they 
had reached meiotic cytokinesis and at 14 h for Hsf1-/-oocytes to take into account their 
GVBD delay. (B) Length of the spindle was evaluated and plotted for Hsf1+/+ and Hsf1-/- 
oocytes. (C) Maximal level of microtubular spindle intensity was measured and plotted for 
Hsf1+/+ and Hsf1-/- oocytes. Means ± SEMs. *** p<0.001. (D) Representative picture and 
percentage of the corresponding morphology are shown for 17AAG-treated (without 
preincubation) and untreated oocytes. Few DMSO treated oocytes were still in MI (28.5%, 
5/16) at 14 h after IBMX release while all the 17AAG-treated oocytes were still in this stage 
(11/11) (B). I and III : bipolar spindle, II: non bipolar spindle. 
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Figure 5. Abnormal cytokinesis in Hsp90-depleted (Hsf1-/-) and Hsp90-inhibited (17AAG-
treated Hsf1+/+) correlated with reduced activity of the MAPK pathway. (A) Examples of 
MII oocytes exhibiting normal polar bodies (Hsf1+/+, left panel), numerous symmetric 
divisions (Hsf1-/-, middle panel) and a mixture of enlarged polar bodies and symmetric 
division (Hsf1+/+17AAG, left panel) Area of enlarged polar bodies was from > 20 % up to 80 
% of that of the oocytes. Meiotic division was qualified as symmetric when oocyte and polar 
body were roughly of the same size. (B) Percentage of the different categories of extruded 
polar bodies in Hsp90-depleted (Hsf1-/-) and Hsp90-inhibited (17AAG-treated Hsf1+/+) 
(17AAG). (C) Position of the spindle in Hsp90-depleted (Hsf1-/-) and Hsp90-inhibited 
(17AAG-treated Hsf1+/+) (17AAG). (D-E) Activation level of the MAPK pathway (ERK-P) 
was determined as described in SI Methods and plotted after having normalized the control 
group to 1. Level of ERK-P in Hsp90-depleted (Hsf1-/-) (D) and in Hsp90-inhibited (17AAG-
treated Hsf1+/+) oocytes (E). Bars represent means ± SEMs and n indicates the number of 





Figure 1. Characterization of Hsp expression in fully-grown oocytes. (A) Relative level of Hsp to S16 
transcripts was measured by RT-qPCR in wild-type oocytes. Two different y-scales were used to easily 
distinguish lower from higher Hsp expressors. (B) Level of Hsp90α and Hsp90β proteins analyzed by Western 
blot prepared with total extracts from ovary (30μg) or oocytes (n=40) as indicated. Membranes were reprobed 
with anti-tubulin antibodies as loading control. (C) Localization of Hsp90α and β protein by immunostaining of 
histological sections from adult mouse ovary (Hsf1+/+ female). Arrowhead: GV or oocyte nucleus.  (D) Relative 
level of Hsp to S16 transcripts was measured by RT-qPCR in Hsf1+/+ (grey bars) and Hsf1-/- (black bars) 
oocytes. The relative level in wild-type oocytes was normalized to 1. (D) Western blot of Hsf1+/+ and Hsf1-/- 
oocyte extracts probed for Hsp90α protein and tubulin as loading control (number of oocytes per lane =35). (D) 
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) showed that HSF1 binds Hsp90α but not Oct4 promoter in Hsf1+/+ 
ovary.  Non specific antibody (NS) was used as a negative control and acetylated histone 4 antibody (AcH4) 
was used as an indicator of transcriptionally active promoters.  
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Figure 2. Meiotic maturation in Hsp90-depleted (Hsf1-/-) and Hsp90-inhibited (17AAG-treated) oocytes. (A) 
Schematic representation for experimental protocols. Oocytes were collected in M2+IBMX to prevent meiosis 
resumption. After IBMX release, oocytes were cultured in M16 until meiosis completion (upper row). To test 
the effect of  Hsp90 inhibition starting from meiosis resumption, oocytes were preincubated during 12 h in 
17AAG in presence of IBMX and then further cultured in IBMX-free medium (middle row). In absence of 
preincubation, the inhibitor was added to the IBMX-free medium used to follow maturation (lower row).  (B-D) 
Maturation stages (GV: germinal vesicle; GVBD: germinal vesicle breakdown; MII: metaphase II with polar 
body) were scored after 12 to 16 h culture in IBMX-free medium. Graphs present the data obtained for Hsf1+/+ 
and Hsf1-/- oocytes (B); for DMSO and 17AAG-treated oocytes with (C) or without (D) preincubation with 
17AAG.  Number of oocytes are as indicated (n). Means ± SEMs calculated from at least 3 independent 












Figure 3. Timing and regulators of G2/M transition are affected by HSF1 deficiency and Hsp90 inhibition.  (A) 
The percentage of GVBD obtained during the first 6 h of culture after IBMX release is plotted for Hsf1+/+ and 
Hsf1-/- oocytes treated or not with 17AAG. Numbers of analyzed oocytes (n) are indicated. (B) Model for the 
regulation of G2/M transition or meiosis resumption adapted from (Han and Conti, 2006). See text for details. 
(C) Left panels present immunoblots prepared with Hsf1+/+ or Hsf1-/- oocyte extract (n=80 per lane). Right 
panels show immunoblots prepared with oocyte extract (n=100 per lane) obtained after 12 h incubation in 
medium supplemented with IBMX and DMSO or 17AAG. Membranes were probed with PLK1, CDK1, AKT 
antibodies as indicated and reprobed with anti-tubulin α as loading control. (D) Histograms represent the 
relative level of CDK1 in oocytes cultured in presence of DMSO or 17AAG and treated with cycloheximide 
during 6 h (grey bars) or 12 h (black bars). CDK1 level evaluated at 6 h of culture was normalized to 1. Error 








Figure 4. Spindle morphology in GVBD oocytes. (A) Representative picture and percentage of the 
corresponding morphology are shown for Hsf1+/+and Hsf1-/-oocytes. Due to different maturation 
timings among control and experimental groups, immunostaining was performed at 10 h after IBMX 
release for Hsf1+/+ oocytes in order to analyze the oocytes before they had reached meiotic 
cytokinesis and at 14 h for Hsf1-/-oocytes to take into account their GVBD delay. (B) Length of the 
spindle was evaluated and plotted for Hsf1+/+ and Hsf1-/- oocytes. (C) Maximal level of microtubular 
spindle intensity was measured and plotted for Hsf1+/+ and Hsf1-/- oocytes. Means ± SEMs. *** 
p<0.001. (D) Representative picture and percentage of the corresponding morphology are shown for 
17AAG-treated (without preincubation) and untreated oocytes. Few DMSO treated oocytes were still 
in MI (28.5%, 5/16) at 14 h after IBMX release while all the 17AAG-treated oocytes were still in this 
stage (11/11) (B). I and III : bipolar spindle, II: non bipolar spindle. 
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Figure 5. Abnormal cytokinesis in Hsp90-depleted (Hsf1-/-) and Hsp90-inhibited (17AAG-treated Hsf1+/+) 
correlated with reduced activity of the MAPK pathway. (A) Examples of MII oocytes exhibiting normal polar 
bodies (Hsf1+/+, left panel), numerous symmetric divisions (Hsf1-/-, middle panel) and a mixture of enlarged 
polar bodies and symmetric division (Hsf1+/+17AAG, left panel) Area of enlarged polar bodies was from > 20 
% up to 80 % of that of the oocytes. Meiotic division was qualified as symmetric when oocyte and polar body 
were roughly of the same size. (B) Percentage of the different categories of extruded polar bodies in Hsp90-
depleted (Hsf1-/-) and Hsp90-inhibited (17AAG-treated Hsf1+/+) (17AAG). (C) Position of the spindle in Hsp90-
depleted (Hsf1-/-) and Hsp90-inhibited (17AAG-treated Hsf1+/+) (17AAG). (D-E) Activation level of the MAPK 
pathway (ERK-P) was determined as described in SI Methods and plotted after having normalized the control 
group to 1. Level of ERK-P in Hsp90-depleted (Hsf1-/-) (D) and in Hsp90-inhibited (17AAG-treated Hsf1+/+) 
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Fig. S1. HSF1 is expressed during ovarian oogenesis. Immunostaining performed on frozen sections 
of adult ovary reveals HSF1 expression in oocytes (arrowheads) from primordial (A), primary (B), 
secondary (C) and antral follicles (D). (E) and (F) panels correspond to experiment performed with 
HSF1-deficient ovary section or without primary antibody, respectively. Each panel includes 
immunodetection on the left and TO-PRO-3 staining on the right side. Bar = 10μm (A, B, C) and 50 












Fig. S2. Spindle morphology in GVBD oocytes (Hsf1-/-). I-X examples of the various morphology of 
the spindle exhibited in Hsf1-/- oocytes at 14 hr after IBMX release (green:microtubules; blue: DNA). 










Fig. S3. Activity of the MAPK pathway determined by ERK-P. (A) ERK-P was detected by 
immunostaining of Hsf1+/+ and Hsf1-/- oocytes at 10 hr and 14 hr after IBMX release, respectively 
(as in Fig. 4A). Representative images are shown and insets displays axes used for plot intensities as 
seen in (B).(C) ERK-P was detected by immunostaining of Hsf1+/+ oocytes treated or not with 
17AAG during 10 hr after IBMX release. ERK-P is barely visible in 17AAG-treated oocytes.(D) 
Immunoblotting of 80 Hsf1+/+ oocytes either untreated (DMSO) or 17AAG-treated, which had 
reached the MII stage after polar body extrusion (14 hr post IBMX release). Extracts were probed 





Table S1 – List of primers used in RT-qPCR and ChIP experiments 
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Gene                             Sequences                                        Accession number 
 
 
Hsp70.1       F5’- TGTTCCAGTAGCCTGGGAAG 3’ NM_010478 
 R5’- CCACAAAACCTTAACATGGACA-3’  
Hsp70.3    F5’- TTCCAGTAGCCTGGGAAGAC -3’ NM_010479 
 R5’- CCACAAAACCTTAACATGGACA -3’  
S16     F5’- AGGAGCGATTTGCTGGTGTGG-3’ NM_013647 
 R5’- GCTACCAGGGCCTTTGAGATGGA -3’  
Hsp105  F5’-TGAAATCAGAGCGAAGGTCA-3’       NM_013559 
 R5’-TTAGGGTGGCATTCACCATT-3’  
Hsp60    F5’- GCCATGCTTGGAGATTTTGT-3’       NM_010477 
 R5’- CCATTCCAGGGTCCTTCTCT-3’       
Hsp90β     F5’- AAGGCTAGGCAGACAAAA-3’   NM_008302 
 R5’- GGGATCTCATCAGGAACAGC-3’   
Hsp90α F5’- AAGGCAGAGGCTGACAAGA-3’  NM_010480 
 R5’- AGGGGAGGCATTTCTTCAGT-3’   
Hsp90α F5’- GGA DTG CGC ATG TGC AGA-3’ NM_010480 
(ChIP) R5’- GCC ATC ACT CAC CGT GGC T-3’ 
Hsp25       F5’- CCAGACTGTTCAGACTTCCCAG-3’   NM_013560 
 R5’- ATCCCCTGAGGGCACACTTA-3’    
Oct4         F5’- CAG GCC GAG AGG GTG CA-3’        NM_013633 






















Table S2 – List of antibodies used in Western blot (WB) and immunostaining (IS) 
experiments 
 
Protein                    Species                Dilution                              Firm 
 
AKT                       Rabbit                 1:400 Stressgen      
CDK1              Mouse                 1:200 Santa Cruz Biotechnology I  
ERK ½-P             Rabbit -3’            1:1000 Cell Signaling    
ERK ½             Rabbit -3’            1:1000    Cell Signaling    
HSF1                     Rabbit                   1:500 Gift (Dr R Morimoto) 
Hsp90α                  Rabbit -3’            1:1000  ABR 
                                        1:200 (IS)            
Hsp90β                Rabbit                 1:1000 ABR 
           1:200 (IS) 
PLK1                  Mouse                  1:500 Zymed Laboratory      
αTubulin        Mouse                  1:1000 (WB)                SIGMA                          























 Effect of Hsp90 
depletion 
Effect of Hsp90 
inhibition 
(without preincubation) 




Oocytes (n) 90 95 24 44 
GV – GVBDa (min) 69.5±8.6
5 
285±26 105±16 92.7±5.04 
GV – GVBDb (min) 58±4.9 156±18.
2 
ND ND 







a timing calculated from the entire group of experimental oocytes. b timing calculated from 
the group of experimental oocytes which will have completed meiosis I and extruded the 1st 






2. Localisation d’Hsp90α au cours de la croissance et de la maturation 
ovocytaire 
 
L’ensemble des résultats présentés jusqu’ici montre qu’ HSF1 est un régulateur clé de 
la maturation de l’ovocyte et qu’il a comme gène cible majeur, Hsp90α. Chez les ovocytes  
Hsf1-/-, nous avons associé la perte d’activité d’HSP90α à des anomalies de la maturation de 
l’ovocyte, notamment lors de la première division asymétrique. Les expériences 
d’immunohistochimie – immunfluorescence ont montré qu’HSP90α est fortement exprimé dans 
l’ovocyte de souris à tous les stades de croissance (Fig. 32). 
Figure 32. Expression de Hsp90α au cours de la croissance. A-C. Expression de Hsp90αdans des 
ovocytes au stade primordial et primaire (A) et tertiaire (C). B-D. Coupes  correspondantes marquées à la 
TOPRO (ADN).  
Par contre, quand est-il de la localisation subcellulaire de la protéine au cours de la 
maturation ? Il a été montré depuis longtemps que HSP90 colocalise avec le réseau de 
microtubules interphasiques et le fuseau de mitose (Sanchez et al., 1988). Des travaux plus 
récents ont révélé que HSP90 colocalise avec les centrosomes du fuseau de mitose (Lange et al., 
2000). Afin de voir si HSP90α pouvait aussi se positionner sur le fuseau de méiose, nous avons 
réalisé des expériences d’IF sur des ovocytes mis en culture durant 10-12h afin d’obtenir des 
ovocytes aux stades MI et MII. La figure 33 montre qu’il est localisé sur le fuseau de MI 
lorsqu’il est en position centrale, corticale et  sur le fuseau de MII. On observe également la 
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C                                   
Figure 33. Localisation de HSP90α 
au cours de la maturation. A et B. 
Expression de Hsp90α dans des 
ovocytes au stade Métaphase I. C. 
Expression de Hsp90α dans des 
ovocytes au stade Métaphase II. En 
rouge, HSP90α, en vert : 
αTUBULINE et en bleu : ADN. 
 
A                                  B                                C                                  D 
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Ensuite, nous avons étudié plus précisément la localisation de HSP90α sur le fuseau, 
en augmentant la résolution des images acquises. Cette analyse a révélé que HSP90α était 









Figure 34. Localisation de HSP90α sur le fuseau de méiose. A-B : fuseau de Métaphase I, 
Métaphase II. En rouge : HSP90α et en bleu, ADN. C. Représentation schématique de la 
localisation de HSP90α au niveau des kinétochores et des pôles du fuseau. 
 
Pour étudier la fonction de HSP90α au cours de la maturation, nous avons 
testé les conséquences de son inactivation par un inhibiteur, le 17AAG. Le but était 
de savoir si HSP90α a besoin d’être actif pour être localisé sur le fuseau. Pour 
répondre à cette interrogation, nous avons réalisé des expériences d’IF sur des 
ovocytes en MI en présence ou non de 17AAG (1.78μM, 10 h d’incubation). Les 
ovocytes contrôles (Figure 35: DMSO), montrent, comme attendu, la localisation de 
HSP90α sur le fuseau de MI. Dans les ovocytes traités, la localisation de HSP90α 
sur le fuseau est maintenue et donc ne dépend pas de son activité ATPasique.  
Ces données sont surprenantes car l’organisation du fuseau en MI après un 
traitement au 17AAG est fortement altérée (Annexe VI) et que nous avions supposé 










Figure 35. Localisation de HSP90  sur le fuseau de MI, en présence ou non de 17AAG 
 
3.       Discussions et Perspectives  
 
Nos travaux ont introduit l’idée que HSF1 est un régulateur important de la méiose 
ovocytaire qui intervient, avant la formation, de tout embryon au travers de la régulation de 
l’expression de Hsp90α. 
 
a) HSP90, une chaperone impliquée dans le cycle cellulaire et la méiose 
Chez les mammifères, ils existent deux isoformes cytoplasmiques de 
Hsp90 : α (Hspaa1, Hsp86-1, Hspca)  et  β (Hspab1, Hsp84-1, Hsp90, Hspcb) 
(Csermely et al., 1998; Whitesell and Lindquist, 2005). Les deux Hsp90 
cytoplasmiques sont très similaires (plus de 80% d’homologie) et leurs fonctions 
sont souvent confondues (Csermely et al., 1998). L’activité de HSP90, qui est 
dépendante de l’ATP, est indispensable à l’activation et la régulation de protéines 
impliquées dans la régulation du cycle cellulaire. Ces protéines, parmi lesquelles on 
retrouve un grand nombre de protéines kinases, sont appelées « protéines clientes ». 
HSP90 est une protéine constituée de trois domaines fonctionnels: 1/ N-term qui 
fixe l’ATP, 2/ un domaine central impliqué dans l’activité ATPasique et la 
reconnaissance des protéines clientes et 3/ C-term responsable de la dimérisation 
(Fig. 36) (Whitesell and Lindquist, 2005).  Comme un grand nombre de ses 
protéines clientes sont des oncoprotéines (http://www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf), 
HSP90 est devenue une cible de choix pour des traitements anti-cancéreux. De 
nombreux inhibiteurs ont été développés dont un qui est à l’heure actuelle au stade 
du développement clinique : le 17AAG (Whitesell and Lindquist, 2005). Pour 
analyser la fonction de HSP90 dans l’ovocyte de souris, nous avons utilisé un 
inhibiteur : le 17AAG qui interagit avec le site ATPasique de l’extrémité N-term. 
 
 
Figure 36. Schéma représentant la structure du dimère de HSP90 (Whitesell and Lindquist, 2005). 
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A côté des centaines de publications qui montrent l’implication de HSP90 
dans la régulation du cycle cellulaire des cellules somatiques et tumorales, quelques 
travaux ont également mis en évidence l’intervention de cette protéine au cours de 
la méiose.  
Chez C. elegans, il n’existe qu’un seul gène Hsp90, appelé Daf21. L’étude 
de mutants Daf21, par RNAi, a montré que ce gène participait à la régulation du 
cycle méiotique en interagissant avec l’orthologue de WEE. Cette perte de fonction 
s’accompagnait d’un phénotype d’infertilité (Inoue et al., 2006). Chez le xénope, 
HSP90 régule la reprise de la méiose en interagissant avec la protéine MOS qui 
active toute la voie des MAPK (Fisher et al., 2000). Ces données sont 
particulièrement intéressantes vues la  fonction de la voie des MAPK dans la 
régulation de la méiose (voir introduction p17). Nous pourrions imaginer que 
HSP90α, connu pour chaperonner le repliement tridimensionnel des protéines 
nouvellement synthétisées, serait impliquée dans la néosynthèse de la protéine MOS 
au cours de la maturation. Enfin chez la drosophile des mutations du gène Hsp83 
(Hsp90), entraîne un syndrome d’hypofertilité, non encore caractérisée (Yue et al., 
1999). 
D’un point de vue évolutif,  ces données nous amènent à nous demander 
quelle  isoforme murine se rapproche le plus fonctionnellement de Daf21 ou de 
Hsp83 chez la drosophile ? Une manière de répondre à cette question serait 
d’induire l’expression de Hsp90α ou/et  β, chez les vers Daf21 mutant  ou les 
drosophiles Hsp90-, de manière avoir si les orthologues murins seraient capables de 
suppléer à la fonction de Daf21 et sauver les phénotypes d’infertilités.   
Chez  la souris, nous savons que l’expression de Hsp90α est spécifique à 
l’ovocyte alors que celle d’Hsp90β semble être plus restreinte aux cellules 
folliculaires. Cette répartition spatiale de l’expression de ces deux gènes, nous 
amène à nous poser la question de la fonction spécifique de chacun d’entre eux. 
Nous savons que la survie de l’ovocyte et des cellules folliculaires est inter-
dépendante et donc, il pourrait être possible que les fonctions des deux gènes soient 
requises. Le knock-out du gène Hsp90α a été créé par le groupe de Didier Picard et 
son phénotype est en cours d’analyse. Concernant Hsp90β, sa mutation est 
responsable d’une mortalité embryonnaire relativement précoce due à des défauts 
placentaires. Nous ne pouvons donc pas savoir si cette mutation entraîne un 
problème de stérilité. Cela semble indiquer en tous les cas qu’ Hsp90α   et 
Hsp90β ne sont pas systématiquement co-exprimés ou redondants. Dans le cas de 
l’ovocyte, nous pourrions imaginer qu’en l’absence de l’expression d’un de ces 
deux gènes, l’expression de l’autre serait augmentée. L’analyse des phénotypes 
associés des knock-outs Hsp90α et la génération de KO conditionnel 
Hsp90β, pourrait nous permettre de mieux comprendre la fonction respective de 
chacun dans le processus d’ovogenèse et durant le développement précoce.  
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b) HSP90α : modifications post traductionnelles et double rôle dans la méiose ?  
 
Nos travaux ont apporté des connaissances nouvelles portant sur 
l’expression, la localisation et ont identifié l’intervention de HSP90α à différentes 
étapes de la méiose. Ces différentes interventions sont-elles associées à des 
modifications post-traductionnelles de cette protéine ?  
En effet, HSP90 peut être phosphorylé au niveau de résidus 
Sérine/thréonine. Ces phosphorylations ont été associées à l’activité de chaperonne 
de cette protéine (Wandinger et al., 2008). Dans l’ovocyte, des travaux réalisés par 
nos collaborateurs de Belgique dans le cadre de la thèse d’ Anne Van Cauwenberge 
en 2000, ont permis de caractériser l’état de phosphorylation de HSP90α au cours 
de la maturation (Fig. 37). HSP90α commence à être phosphorylé 6 h après la mise 
en culture qui signe le début de la reprise de maturation (Fig. 37B). Ceci indique 
bien, que cette modification de HSP90α est régulée au cours de la maturation.  
 Sur la base de ces travaux, nous nous sommes posés la question de savoir 
quelle kinase pourrait-être impliquée dans la phosphorylation de HSP90α. Grâce à 
un site de prédiction de sites phosphorylés  (http://kinasephos.mbc.nctu.edu.tw/), 
nous avons identifié un site à la fois reconnu par l’anticorps MPM2 et  
phosphorylable par CDK1 (Fig. 37A).  Nous pourrions vérifier cela en traitant des 
ovocytes qui ont entamé la maturation avec une drogue qui inhibe l’activité de 





























Figure 37. Phosphorylations de HSP90α. A. Séquence protéique de la protéine HSP90α. Surligné en 
gris, la séquence correspondant au site CDK1 reconnu par l’Ac MPM2. B. Cinétique d’apparition des 
phosphoprotéines MPM2 au cours de la maturation. C et D. Gel 2D qui séparent les protéines suivant 
leur poids moléculaire et leur point isoelectrique au stade VG en B et MII en C. 
 
L’idée que HSP90α  puisse être phosphorylé par CDK1 est 
particulièrement séduisante et nouvelle. En effet, sur la base de nos résultats et de 
ceux d’Anne Van Cauwenberge, notre modèle (Fig. 38) pourrait être le suivant : 1/ 
à l’état non phosphorylé, HSP90α régulerait la transition G2-M en régulant la 
stabilité de CDK1 et PLK1, 2/ l’activité croissante du MPF conduirait à la 






















c) HSF1 et la méiose : rôles indépendants de HSP90α ? 
 
Si HSF1 régule Hsp90α,  le knock-out d’Hsf1 ou l’inhibition d’HSP90 ne 
donne pas exactement le même phénotype.  
En effet, la dynamique d’entrée en maturation et la division asymétrique 
sont  affectées dans les deux cas. Néanmoins, nous avons observé que ces 
phénotypes étaient plus sévères chez les ovocytes traités au 17AAG; cela pouvant 
être dû au fait que l’expression de Hsp90α est diminuée et non complètement 
éteinte chez le mutant Hsf1 alors que dans le cas du traitement au 17AAG, l’activité 
de HSP90α est complètement éteinte.  
Par contre, les phénotypes observés lors du blocage après la GVBD sont 
plus sévères chez les ovocytes Hsf1-/-. En effet, parmi les ovocytes qui n’expulsent 
pas leurs globules polaires, plus de 50% des ovocytes Hsf1-/-  sont bloqués en pro-
MI contre moins de 30% chez les ovocytes traités au 17AAG.  Ces observations 
suggèrent que ce blocage en pro-MI soit dû à la dérégulation d’un autre gène cible 
de HSF1 dans l’ovocyte.  
Figure 38. Modèle du mode de régulation 
et d’action d’Hsp90α. L’expression 
d’Hsp90α est régulée par HSF1. 
Hsp90α intéragit avec différentes protéines 
clientes jouant une rôle dans le contrôle et 
la progression de la maturation méiotique : 
CDK1, PLK1. La phosphorylation 
d’Hsp90α dépendrait de CDK1 et apparaît 
en cours de maturation. La forme 
phosphorylée pourrait alors intéragir avec 
d’autres protéines clientes comme par 




Il existe dans la littérature des phénotypes de blocage en pro-MI fort 
ressemblant à celui du knock-out d’Hsf1 (ex : inhibition de la kinésine Kif11-Eg5 
(Schuh and Ellenberg, 2007). Il serait intéressant de vérifier dans quelle mesure 
HSF1 pourrait être impliqué dans les mécanismes impliquant ce type de protéine. 
Nous avons également identifié par le crible in silico, un gène intéressant dans ce 
contexte : Spindlin. Spindlin est non seulement localisé au niveau du fuseau de MI, 
mais il est aussi sujet à des modifications post-traductionnelles de type 
phosphorylation  qui sont dépendantes de la voie des MAPK (Oh et al., 1998; Oh et 
al., 1997). Ces données suggèrent que Spindlin puisse avoir une fonction dans la 
maturation de l’ovocyte et soit un intermédiaire de HSF1 au cours de la méiose. 
 
d) HSF1 : une mutation à effet pléiotropique  
Les ovocytes Hsf1-/- en fin de maturation sont plus susceptibles d’être 
activés que des ovocytes Hsf1+/+. En effet, des résultats préliminaires montrent que 
23% (3/11 ovocytes) des ovocytes issus de femelles se seraient activés (présence 
d’un seul pronoyau) contre 0% chez les ovocytes issus de femelles Hsf1+/+.  Le 
même type de phénomène a été observé chez les ovocytes Mos-/- (23 % d’activation 
parthénogénétique) (Verlhac et al., 1996). Or, la voie MOS/../MAPK est  
significativement affectée dans les ovocytes Hsf1-/- (Fig. S3, p82). Ces données 
peuvent constituer une explication du phénotype d’activation parthénogénétique 
décélée chez les mutants Hsf1.  
Enfin, in vivo, nous avons constaté que la fécondation de ce type 
d’ovocytes mal maturés est d’emblée anormale. Il reste que les ovocytes Hsf1-/-  qui 
ont correctement progressé jusqu’en MII, présentent des défauts de fécondation 
(premier blocage de polyspermie défaillant) et de développement (Bierkamp et al, 



































Les travaux que nous avons réalisés, dans le cadre de ma thèse, nous ont 
permis d’identifier plusieurs processus affectés dans l’ovocyte Hsf1-/-. Les effets 
maternels de la mutation Hsf1 apparaissent pléiotropiques.  
Parmi les gènes à effet maternel décrits dans littérature, CTCF (Wan et al., 
2008) et Basonuclin (Ma et al., 2006) ont aussi des fonctions importantes durant 
l’ovogenèse et/ou la fécondation. Comme nos travaux le suggèrent pour HSF1, ces 
deux facteurs maternels sont impliqués dans la régulation transcriptionnelle de 
nombreux gènes dans l’ovocyte. La comparaison des analyses globales de 
transcriptome réalisés pour ces différents gènes à effet maternel permettrait  
d’identifier de nouveaux facteurs maternels impliqués dans l’acquisition de la 
compétence développementale. 
Les différentes anomalies identifiées dans l’ovocyte Hsf1-/- sont 
suffisamment graves pour mettre un terme au développement. Toutefois, nous 
pourrions nous poser la question de savoir si le rôle de HSF1 et des HSPs dans  
l’équilibre homéostasique de toute cellule n’est pas impliqué dans le dérèglement 
développemental observé dans le mutant Hsf1. En particulier, ce dérèglement 
pourrait aboutir à l’activation de la voie apoptotique par dérégulation de 
l’expression des gènes pro ou anti apoptotiques.   
Parmi, nos gènes candidats issus du crible in silico, Bcl2l10 pourrait être un 
gène cible de HSF1 dans l’ovocyte. Ce gène participe au processus apoptotique. 
Néanmoins, le KO Bcl2l10 n’a aucune incidence sur la fertilité femelle. 
En dehors des groupes (7 & 9) de gènes maternels, les travaux de 
Hamatani ont mis en évidence des groupes de gènes qui sont exprimés dans 
l’ovocyte de souris et dans l’embryon précoce. Ces gènes ont été classés dans le 
groupe 0, car leur expression ne varie pas d’une manière significative de l’ovocyte 
au stade blastocyste. Parmi ces gènes, le gène  Gas1 nous a paru particulièrement 
intéressant. Il s’agit d’un gène qui régule le cycle cellulaire et la réponse 
apoptotique. En effet, lorsqu’il est surexprimé dans des embryons et dans de 
nombreux types cellulaires, la croissance cellulaire est arrêtée et le programme 
apoptotique est enclenché. Dans les cellules « C6 glioma», la surexpression conduit 
à l’activation de la caspase 3 (Zamorano et al., 2003). Ce gène qui est exprimé dans 
l’ovocyte de souris, est surexprimé dans des fibroblastes Hsf1-/- en conditions 
physiologiques (Fig. 39).  De plus, nous avons identifié trois motifs HSE dans les 1 
kb en amont du 1er exon. Ces données suggèrent que Gas1 pourrait être un gène 
cible de HSF1 dans l’ovocyte de souris. Pour vérifier cette hypothèse, nous devons 
d’une part analyser son expression dans des ovocytes Hsf1+/+ et Hsf1-/- et vérifier si 
HSF1 se fixe bien sur le promoteur de ce gène  et d’autre part investiguer toutes les 








Figure 39. Expression de Gas1 dans des 










Nos travaux et les données de la littérature que nous avons présentés dans ce manuscrit 
montrent que les rôles des gènes à effet maternel commencent à être élucidés. A plus long terme 
ce type d’études permettra de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires 
impliqués dans les syndromes d’infertilité. Il s’agit d’un aspect important dans le domaine de la 
recherche médicale puisque environ 15 % des couples désirant une descendance consultent pour 
une possible infertilité d’après l’OMS (Organisation Mondiale de la Santé). Chez la femme, 
40% des cas d’infertilité ou hypofertilité sont dus à des anomalies ovulatoires. Parmi ces 
anomalies peuvent se classer des défauts de maturation. Des ovocytes collectés chez des 
patientes atteintes de stérilité peuvent présenter des arrêts aux différentes étapes de maturation, 
rappelant ce que nous avons observé  chez le mutant Hsf1 (Mrazek and Fulka Jr, 2003). 
 
 
« Ex ovo omnia » 
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ADRESSE DES SITES INTERNET UTILISES POUR L’ANALYSE in silico 
 
Trinklein dataset microarray : 
 http://microarray-pubs.stanford.edu/cgi-
bin/HSF1/gx?n=MouseHeat&zx=10&zy=10&rx=2&ry=1 
SOURCE :  
http://genome-www5.stanford.edu/cgi-bin/source/sourceSearch 




ECR Browser : 
 http://ecrbrowser.dcode.org/ 




















Séquences promoterices de Hsp25, 60, 70.1, 70.3, 90α, 90β, 110 en amont du site +1 




























strand start end sequence  score 
R  -1916 -
1904 
gcttGCAGGTTCCAGGTtcga 6.63  































strand start end sequence score 
D 1118 1130 tccgTTCTAGAACCTTCcgga 12.62 



























































strand start  end  sequence  score 
R  322  334  aaacTGCTGGAAGATTCctgg  8.89  
D  327  339  aatcTTCCAGCAGTTTCgcgt  8.60  
R  403  415  GAAacCTCTGGAGAGTTCtgga  6.66  
D  547  559  tcagCTCCTGAAGGTGCtggg  7.45  
R  1320  1332 atctCACCGGAAAGTTCgcag  7.95  























strand start end sequence score 
D -421 -409 aaacCTCTGGAGAGTTCtgga 6.66 
R -345 -333 aatcTTCCAGCAGTTTCgcgt 8.60 

























































strand start end sequence score 
D 690 702 ttctTTCCAGAAGCCTCcgga 9.33 
R 695 707 aaggTTCCGGAGGCTTCtgga 8.23 
D 700 712 aagcCTCCGGAACCTTCcgga 11.44 






















































strand start end sequence score 
R 202 214 tgttGAAGTTTCTGGTTtcag 6.43 
R 1269 1281 cctaGAAACTGCTGGAAgaaa 8.60 
R 1491 1503 taggGAACATTCTAGTAagat 8.38 
D 2888 2900 ccctTTCCAGATCTTTCtgcc 8.25 































































strand start end sequence score
R  208  220 ctactgaggaGAACTTTCCAGAAtctgcagcat 13.26
D  213  225 gaggagaactTTCCAGAATCTGCagcattttac 8.93 
D  272  284 cgcttccttcTTCTCGAGCCTTCgagaaagatt 7.44 
R  277  289 ccttcttctcGAGCCTTCGAGAAagattctacc 9.41 
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Listes des gènes candidats issus du crible in silico : gène fortement exprimé dans l’ovocyte 
de souris, régulé par HSF1 dans des MEF et possédant des motif HSE chez la souris. 
Arf1 (ADP-ribosylation factor 1) 
 
 





































































































Ctps (Cytidine 5'-triphosphate synthase 2) 
 
 














































































































































































































































Rpl22 (Ribosomal protein L22) 
 
 


















































Usp15 (Ubiquitin specific peptidase 15) 
 
 


















































Bcl2l10 (Bcl2-like 10) 
 
 















































































































































































































Ptov1 (Prostate tumor over expressed gene 1) 
 
 














































































Analyse du fuseau de Tubuline après 10h de maturation en présence ou non de 17AAG sans 
pré incubation. I-II : Ovocytes contrôles cultivés en présence de DMSO. Le fuseau de MI est 
position corticale.  III-VI: Ovocytes cultivés en présence de 17AAG. Les fuseaux de MI qui 
sont en position centrale,  présentent des défauts d’organisation. 
DMSO 
DMSO 
17-AAG 
17-AAG 
17-AAG 
17-AAG 
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